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Figure 1 | Répartition des génomes multi-chromosomiques parmi les procaryotes.
L’arbre est basé sur NCBI taxonomic database. La partie correspondant aux archées est éclaircie.




I. Génomes bactériens multi-chromosomiques 
Le génome d’une cellule est essentiel à son identité : il définit ses capacités et ses 
limites intrinsèques. Chez les bactéries, le génome est constitué de deux types de 
molécules : les chromosomes, molécules de grande taille porteuses des gènes 
indispensables au développement des bactéries, et les plasmides, de plus petite taille et 
porteurs de gènes accessoires ou d’adaptation. Ces deux types de molécules, capables de 
se répliquer de manière autonome dans la cellule, sont appelés “réplicons” et sont le plus 
souvent circulaires. La plupart des bactéries ne portent qu’un seul chromosome et un 
nombre très variable de plasmides. Cependant, on découvre de plus en plus de bactéries 
dont le génome essentiel est réparti sur plusieurs chromosomes (figure 1). Ces bactéries 
sont essentiellement des bactéries du sol ou de l’eau, et sont généralement capables 
d’interagir avec un hôte (interaction pathogénique ou symbiose). Elles sont donc 
confrontées à des environnements très variables et nécessitent un grand nombre de gènes 
d’adaptations à ces différentes conditions. Chez ces bactéries, le plus grand chromosome 
porte la majorité des gènes essentiels et présente toutes les caractéristiques conservées 
des chromosomes de bactéries mono-chromosomiques. Je nommerai “chromosome 
principal” ce type de chromosome. A l’inverse, les autres chromosomes des bactéries 
multi-chromosomiques ne portent qu’une petite partie des gènes essentiels et présentent 
des caractéristiques hybrides entre les chromosomes principaux et les plasmides. Je 
nommerai “chromosome secondaire” ce type de chromosome. La frontière entre ces 
chromosomes et les plasmides est parfois floue, mais un certain nombre de critères 
permettent néanmoins de les distinguer. 
A. Différences entre chromosomes secondaires et plasmides 
La taille, qui pourrait paraitre un critère adapté au premier abord pour distinguer un 
chromosome d’un plasmide, peut s’avérer assez trompeuse : il existe des chromosomes 
secondaires de petite taille (par exemple le chromosome 2 de 300kb de Butyrivibrio 
proteoclasticus) et des mégaplasmides de grande taille (par exemple le mégaplasmide de 
2,58Mb de Cupriavidus metallidurans CH34). 










Figure 2 | Liens entre réplication, recombinaison et ségrégation du chromosome.
Le schéma montre comment un nombre impair de recombinaisons entre des régions homologues conduit à 
un dimère de chromosomes emmêlé. Les activités de Xer et TopoIV sont alors nécessaires pour résoudre cette 
situation et produire deux monomères séparés. FtsK (non représentée ici, voir figure 19 ) active ces deux 
partenaires. Les origines sont représentées par des cercles verts; les fourches de réplication et le réplisome 
associé, par des cercles noirs; le site dif de recombinaison spécifique de site, par des triangles rouges. Un des 
brins parentaux est plus épais pour faciliter la visualisation des échanges de brins.
Tiré de Sherratt et al., 2001, Curr. Opinion in Microbiol.
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Le principal critère utilisé pour différencier un chromosome d’un plasmide est en fait 
la présence de gènes essentiels (en particulier les gènes ribosomiques), identifiables in 
silico par leur séquence. D’un point de vue expérimental, la présence de gènes essentiels 
sur un réplicon rend celui-ci indispensable à la croissance de la bactérie. 
La composition en bases d’un réplicon secondaire est aussi un indicateur de sa nature 
(Egan et al., 2005). Le pourcentage en Guanine et Cytosine (%GC) est homogène sur un 
réplicon donné (en dehors des ilôts génomiques acquis récemment), et varie d’une espèce 
à l’autre. Ainsi un fragment d’ADN ou un réplicon acquis récemment présentent un %GC 
différent du chromosome principal. Or les chromosomes secondaires restent associés de 
manière stable avec leur chromosome principal d’un point du vue évolutif ; ils présentent 
donc un %GC similaire au chromosome principal auquel ils sont associés. A l’inverse, les 
plasmides circulent entre les bactéries et présentent donc un %GC différent du 
chromosome principal, même dans le cas des mégaplasmides conservés entre bactéries 
proches. 
Une analyse expérimentale plus fine sur les réplicons de Vibrio cholerae a révélé 
d’autres caractéristiques distinguant le chromosome 2 (c2) de cette espèce des plasmides. 
Ainsi l’initiation de la réplication du c2 est synchronisée avec le cycle cellulaire (Rasmussen 
et al., 2007) alors que dans tous les cas étudiés (chez E.coli) l’initiation de réplication des 
plasmides peut avoir lieu à tout moment du cycle. L’analyse de la réplication au cours du 
cycle cellulaire a permis de conclure que la réplication du c2 est initiée après celle du 
chromosome 1 (c1) de manière à s’achever à peu près en même temps. Ce synchronisme 
de la réplication de c2 dans le cycle cellulaire est visible tant en croissance lente qu’en 
croissance rapide, pendant laquelle le c1 initie des cycles de réplication chevauchants 
(Srivastava & Chattoraj, 2007). Par ailleurs, le c2 utilise les mêmes systèmes de résolution 
des dimères que le c1. Les évènements de recombinaison homologue entre deux 
chromosomes frères en cours de réplication sont assez fréquents et conduisent à la 
formation de dimères de chromosomes qui doivent être résolus avant la division cellulaire 
(figure 2). Cette résolution fait intervenir une machinerie dédiée, composée chez les 
chromosomes principaux d’une ADN translocase (FtsK), orientée sur l’ADN par des sites 
KOPS, et d’un complexe recombinase spécifique de site (XerCD chez V.cholerae), agissant 
au site dif (pour revue Bigot et al., 2007; Lesterlin et al., 2004) (voir plus loin et figure 19). Le 
Figure 3 | Les différents modes de réplication des réplicons bactériens circulaires.
Les origines de réplication sont réprésentées par des barres verticales rouges, le terminus de la réplication 
Thêta par une croix rouge (le terminus de la réplication en cercle roulant est situé au même endroit que 
l’origine). Le brin ‘sens’ est tracé plus épais que le brin ‘antisens’ (définis arbitrairement). Les brins nouvelle-
ment répliqués sont en vert (le brin leading en trait continu, le brin lagging en pointillé), la direction de la 
réplication sur le chromosome est indiquée par une flèche bleue.
L’ADN polymérase ne synthétise l’ADN que dans le sens 5’>3’, et les deux brins d’ADN sont appariés en 
antisens. La synthèse du brin lagging dans la réplication Thêta est donc discontinue (petites flèches), alors que 
la synthèse du brin leading est continue. Ceci permet la synthèse simultanée des deux brins. Dans la réplica-
tion en cercle roulant, la réplication des deux brins est séquentielle, chaque brin étant répliqué de manière 
continue.
Réplication Thêta Réplication en cercle roulant
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c2 de V.cholerae utilise pour cette étape les protéines codées par le c1, qui viennent 
reconnaitre un site dif et des KOPS similaires à celles du c1 (Val et al., 2008). A l’inverse, les 
plasmides ne comportent pas de KOPS et n’utilisent pas FtsK, bien que certains recrutent 
les recombinases chromosomiques pour la résolution de leurs dimères (Val et al., 2008). 
Néanmoins, les chromosomes secondaires présentent certaines caractéristiques 
plasmidiques. Tout d’abord, au niveau de leur origine de réplication. La réplication des 
réplicons bactériens est initié en un seul point et se fait selon un mode thêta, 
bidirectionnel, ou selon un mode en cercle roulant, unidirectionnel (figure 3) (pour revue 
Chattoraj, 2000; Khan, 2005; Messer, 2002). Le mode thêta est utilisé par les chromosomes 
et une partie des plasmides, alors que le mode en cercle roulant n’est utilisé que par 
certains plasmides. La région autour de l’origine de réplication des chromosomes 
principaux est très conservée, notamment le gène dnaA, qui code pour une protéine 
centrale dans l’initiation de réplication. A l’inverse, les régions origine des plasmides 
présentent davantage de variabilité, de même que la régulation de l’initiation de 
réplication. Certains plasmides nécessitent la protéine DnaA codée par le chromosome 
pour leur réplication. C’est ce type d’origine que présentent les chromosomes secondaires, 
identifiable par leur structure (Egan & Waldor, 2003), ou par leur homologie de séquence 
avec des systèmes plasmidiques connus (Dubarry et al., 2006). Il a été démontré chez 
V.cholerae que ces gènes de type plasmidique sont effectivement impliqués dans la 
réplication du chromosome 2 (Egan & Waldor, 2003). 
Une autre caractéristique qui rapproche les chromosomes secondaires des plasmides, 
est leur forte variabilité évolutive (Cooper et al., 2010). L’analyse des vitesses évolutives des 
gènes présents sur les différents chromosomes des bactéries multi-chromosomiques a 
permis de constater que les gènes présents sur les chromosomes secondaires étaient en 
majorité des gènes à évolution rapide, alors que les gènes présents sur les chromosomes 
principaux sont fortement conservés. Les chromosomes secondaires serviraient donc de 
réservoir de diversité ou de banc de test de l’évolution. 
Ces caractéristiques plasmidiques des chromosomes secondaires permettent de 
supposer que ces réplicons sont d’origine plasmidique. Le transfert de groupe de gènes du 
chromosome principal vers un plasmide récepteur conduirait ainsi à la formation d’un 





























0‐1 1‐2 2‐3 3‐4 4‐5 5‐6 6‐7 7‐8 8‐9 9‐10 >10
taille du génome (Mb)
Figure 4 | Répartition des tailles des génomes.
Le graphe indique le nombre d’espèces séquencées pour chaque taille de génome. En bleu les génomes
mono‐chromosomiques, en jaune les génomes à 2 chromosomes et en rouge ceux à 3 chromosomes. Les
données proviennent de NCBI databases / Genome.
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assurer son maintien pérenne dans la descendance. La conservation parmi les espèces 
proches des groupes de gènes ainsi transférés permet de reconstituer l’histoire de ces 
remaniements au fil des spéciations (Slater et al., 2009). 
B. Avantages d’un génome multi-chromosomique 
Le maintien de l’état multi-chromosomique pose la question de l’avantage sélectif qui 
permet ce maintien. Une des premières hypothèses qui viennent à l’esprit est que le 
chromosome bactérien ne peut pas dépasser une taille limite ; ainsi pour augmenter son 
génome au-delà de cette taille une bactérie serait-elle forcée de diviser ce génome en 
plusieurs chromosomes. Cependant, toutes les bactéries multi-chromosomiques ne 
possèdent pas un génome d’une taille supérieure à la moyenne des génomes bactériens 
(environ 4Mb), et il existe de nombreuses bactéries mono-chromosomiques dont le 
génome est plus grand (figure 4). Par exemple, les deux chromosomes de V.cholerae ne 
totalisent que 4,09Mb, alors que le chromosome unique de  Bradyrhizobium japonicum 
atteint 9,10Mb. Si une limite de taille existe, elle serait donc différente d’une espèce à 
l’autre, ce qui fait supposer à Slater et ses collaborateurs que les origines de réplication 
bactériennes ne permettent peut-être pas toutes la réplication de très grandes molécules 
d’ADN (Slater et al., 2009). Il semble cependant plus vraisemblable qu’une telle disparité 
implique plutôt la machinerie de réplication du chromosome, dont la processivité pourrait 
varier. 
Une autre hypothèse repose sur le temps de réplication du génome. En effet, pour une 
taille équivalente, un génome mono-chromosomique, répliqué à partir d’une seule origine 
de réplication, sera plus long à dupliquer qu’un génome multi-chromosomique dont les 
différents chromosomes sont répliqués en parallèle. Cette réduction du temps de 
réplication permettrait de réduire le temps de génération en limitant le recours aux cycles 
de réplication chevauchants (ré-initiation de la réplication avant la fin du cycle précédent). 
Ceci pourrait donc conférer un avantage aux bactéries dont le génome est divisé 
(Srivastava & Chattoraj, 2007). Quelques données expérimentales sont disponibles à ce 
sujet : l’équipe de R. Palacios a étudié l’effet de l’intégration des réplicons secondaires dans 
le chromosome principal chez Rhizobium (Mavingui et al., 2002) et Sinorhizobium meliloti 
(Guo et al., 2003). Bien que dans le premier cas ils n’observent pas de différences de 
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phénotypes dans les conditions testées entre deux souches au génome divisé ou unique, 
ils constatent dans le deuxième cas un net ralentissement en milieu minimum de la souche 
dont le génome n’est pas divisé par rapport à la souche de départ comportant trois 
réplicons. L’environnement naturel de ces bactéries du sol étant plus proche d’un milieu 
minimum que d’un milieu riche (dans lequel aucune différence n’est constatée), ce 
génome divisé est effectivement un avantage évolutif puisqu’il permet à la bactérie de se 
multiplier plus rapidement qu’avec un génome monolithique. Il est néanmoins surprenant 
que cet avantage ne soit visible qu’en milieu minimum, dans lequel la croissance est plus 
lente et n’est pas limitée par le cycle de réplication. Ceci suggère que le temps de 
réplication du génome n’est peut-être pas le seul avantage qu’apporte un génome multi-
chromosomique.  
La division du génome en plusieurs parties peut aussi éventuellement permettre une 
gestion différente de ces parties. Il peut ainsi exister un phénomène de dosage de gènes 
entre le chromosome principal et les chromosomes secondaires, similaire à celui qui existe 
entre les régions proches de l’origine de réplication (oriC) et celles proches du terminus de 
réplication (ter) sur les grands chromosomes. La réplication des chromosomes bactériens 
n’étant initiée qu’en un seul point, les gènes proches de oriC sont présents en deux fois 
plus de copies que ceux proches de ter tant que celle-ci est en cours ; les gènes de 
ménage, fortement exprimés, sont d’ailleurs principalement présents proches d’oriC chez 
les bactéries mono-chromosomiques, alors que les gènes faiblement exprimés sont 
proches de ter. Un phénomène similaire se produit entre les deux chromosomes de 
V.cholerae (Srivastava & Chattoraj, 2007). En croissance lente, le décalage des initiations de 
réplication entre les deux chromosomes conduit pendant une partie du cycle cellulaire à 
deux copies des gènes proches de oriC1 pour une seule copie des gènes du chromosome 2 
(c2). En croissance rapide, le phénomène est encore amplifié par la mise en place de cycles 
de réplication chevauchants sur le chromosome 1 (c1), conduisant à la présence de quatre 
copies de oriC1 pour une seule copie de c2 et du terminus de c1. Pendant la période 
correspondante du cycle cellulaire, les gènes présents sur le c2 sont ainsi potentiellement 
deux à quatre fois moins exprimés que ceux proches de oriC1. Les auteurs suggèrent que 
ceci permet de conserver un ensemble important de gènes faiblement exprimés (parmi 
lesquels éventuellement des gènes toxiques lorsque fortement exprimés), tout en 
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augmentant l’expression des gènes nécessaires à la croissance rapide, situés proches de 
oriC1. 
Un autre aspect de la gestion différentielle des chromosomes principaux et 
secondaires est la différence de vitesse d’évolution. Comme indiqué plus haut, les gènes 
présents sur les chromosomes 2 des bactéries multi-chromosomiques évoluent plus vite 
que ceux du chromosome principal (Cooper et al., 2010). Lorsque des gènes homologues 
sont retrouvés chez les bactéries mono-chromosomiques, ils sont situés proches de la 
région ter, qui présente plus de plasticité que la région proche d’oriC, suggérant que les 
chromosomes secondaires prennent préférentiellement en charge des gènes peu 
exprimés à évolution rapide, tandis que le chromosome principal conserve 
préférentiellement les gènes fortement exprimés à évolution lente. Les traces d’échanges 
horizontaux sont aussi plus nombreuses sur les chromosomes secondaires. La présence de 
nombreux gènes accessoires sur ces réplicons pourrait leur permettre d’acquérir plus 
facilement de l’ADN par transfert horizontal, avec un risque moindre d’inactiver un gène 
essentiel. De plus les signatures plasmidiques des chromosomes secondaires pourraient 
permettre leur transfert dans des bactéries proches, via des mécanismes de conjugaison 
par exemple, ce qui est plus difficile pour les régions ter des bactéries mono-
chromosomiques. Ainsi les réussites évolutives sur les chromosomes secondaires 
pourraient facilement être transmises à toute la population par transfert horizontal. Dans le 
même temps, la majeure partie des gènes essentiels resteraient préservés sur le 
chromosome principal. 
Finalement, les avantages d’un génome multi-chromosomique restent assez 
mystérieux. Leur maintien au cours de l’évolution dans certains groupes phylogénétiques 
suggère tout de même que ces avantages existent. Néanmoins, un avantage faible, difficile 
à mettre en évidence, peut suffire pour améliorer la compétitivité à long terme. De plus cet 
avantage n’est peut-être pas visible en conditions de laboratoire. Il y a donc de grandes 
chances pour que la nature de cet avantage attende encore pour être élucidée. 
C. Contraintes d’un génome multi-chromosomique 
Quelle que soient les raisons de la conservation d’un génome divisé, cela impose une 






Figure 5 | Exemples de régulation de l’initiation de la 
réplication bactérienne.
A) Régulation de la réplication du chromosome de E.coli
L’acteur majeur de cette régulation est la protéine DnaA, 
active seulement sous la forme DnaA-ATP. La fixation de 
DnaA-ATP sur la région riche en A/T (AT-rich) de l’origine 
permet l’ouverture de celle-ci. La machinerie de réplication 
est ensuite chargée sur l’origine de réplication ouverte. 
L’initiation de la réplication conduit à la conversion de 
DnaA-ATP en DnaA-ADP, inactive, ce qui empêche la ré-ini-
tiation immédiate. Un mécanisme de séquestration  de 
DnaA au locus dat complète la limitation de la ré-initiation.
Tiré de Messer, 2002, FEMS Microbiol. Rev.
B) Schéma d’une double régulation de réplication 
plasmidique.
Régulation du nombre de copies du plasmide pMV158. Les 
éléments régulateur négatifs sont en rouge; positifs, en 
bleu. Les triangles noirs représentent les promoteurs; les 
pointes de flèches, le sens de transcription de l’ARNm. 
La protéine initiatrice, RepB, agit sur l’origine de réplication 
dso. La protéine répresseur CopG bloque la transcription 
du promoteur Pcr qui contrôle la transcription de l’ARNm 
copG-repB, de sorte que CopG autorégule sa synthèse. Le 
promoteur PctII contrôle la synthèse de l’ARN II qui bloque 
la traduction de RepB. Deux mécanismes différents condui-
sent donc à la régulation transcriptionnelle (protéine 
CopG) et traductionnelle (ARN II) de la protéine RepB 
initiatrice de la réplication de pMV158.
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l’incompatibilité doit être évitée entre les réplicons qui constituent le génome. Cette 
incompatibilité peut s’exercer à deux niveaux : la réplication et la ségrégation. 
L’initiation de la réplication fait intervenir des mécanismes de régulation complexes 
afin d’assurer un nombre adapté de cycles de réplication permettant d’obtenir toujours le 
même nombre de copies en fin de cycle cellulaire. Sur les chromosomes comme sur les 
plasmides, ces régulations font intervenir des molécules senseurs pouvant agir en trans sur 
des sites actifs en cis. Ces senseurs peuvent être des protéines (tels DnaA pour les 
chromosomes principaux, ou Rep pour certains plasmides) ou des petits ARN régulateurs. 
Voir la figure 5 pour plus de détails. Lorsque deux plasmides portent le même système 
d’initiation de la réplication, ou des systèmes assez proches pour permettre des réactions 
croisées, on observe un phénomène d’incompatibilité : les deux plasmides tendent à 
s’exclure mutuellement et ne peuvent donc pas se maintenir dans la même cellule en 
absence d’une double pression de sélection. Cette incompatibilité vient de ce que les 
systèmes de contrôle de la réplication, ne pouvant différencier les deux plasmides, se 
comportent comme si un seul plasmide était présent en deux fois plus de copies et 
inhibent donc sa réplication. Le faible nombre de copies qui en résulte pour chacun des 
deux plasmides conduit rapidement à leur séparation lors des divisions cellulaires 
successives. Chez les chromosomes cette incompatibilité est étudiée par l’utilisation de 
“minichromosomes” ne portant que les gènes nécessaires à leur maintien. La présence de 
tels minichromosomes maintenus artificiellement par pression de sélection ralentit 
fortement la croissance de Bacillus subtilis par exemple, mais pas celle d’Escherichia coli, 
indiquant des divergences dans la régulation de la réplication des chromosomes, telle 
l’implication de la méthylation de l’ADN pour E.coli (Messer, 2002). Ce risque 
d’incompatibilité par réplication semble surmonté dans les génomes multi-
chromosomiques par l’utilisation de systèmes de réplication de type plasmidique pour les 
chromosomes secondaires. Afin de synchroniser la réplication avec le cycle cellulaire, une 
régulation supplémentaire complète probablement ces systèmes plasmidiques (Duigou et 
al., 2006; Egan et al., 2005). 
La ségrégation active, qui permet la répartition correcte des réplicons dupliqués dans 
les cellules filles, est aussi une base d’incompatibilité (pour revue Bouet et al., 2007b). Les 
mécanismes de ségrégation actifs comportent des protéines pouvant agir en trans qui 
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reconnaissent un site centromérique actif en cis porté par le réplicon. Si deux réplicons 
portent des systèmes de ségrégation identiques ou proches, leurs protéines ne peuvent 
pas distinguer les deux réplicons. Il s’ensuit une séparation aléatoire des copies des deux 
réplicons, qui mène fréquemment à la séparation des deux réplicons plutôt qu’à celle des 
copies de chacun des réplicons. En absence de pression de sélection, il apparait 
rapidement deux populations dans la descendance, chacune porteuse d’un des deux 










Figure 6 | Principe général du mécanisme actif de ségrégation plasmidique.
La fixation de ParB sur parS forme le complexe de partition, reconnu par ParA. ParA assure alors la mobilisa-
tion et le repositionnement du complexe de partition dans les futures cellules filles. Une étape d’appariement 
est peut-être nécessaire avant la reconnaissance par ParA.
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II. Ségrégation des chromosomes bactériens 
La ségrégation des chromosomes bactériens reste un processus encore mal compris. 
En effet, alors que la microscopie optique a très tôt permis d’identifier les différentes 
étapes de la mitose eucaryote, la petite taille des cellules procaryotes empêche ce type 
d’observation directe des phénomènes intracellulaires. De plus, alors que chez les 
eucaryotes la mitose n’intervient qu’après la fin de la réplication des chromosomes, la 
ségrégation des chromosomes bactériens en croissance végétative a lieu alors que la 
réplication n’est pas encore achevée. Une dissociation temporelle de la réplication et de la 
ségrégation bactérienne n’a lieu que lors de la sporulation chez certaines espèces (dont 
Bacillus subtilis et Streptomyces coelicolor, voir plus bas). Ces difficultés ont longtemps 
limité l’étude de la ségrégation des chromosomes bactériens à des approches génétiques 
qui ont permis l’identification de certains acteurs de ce processus (voir plus bas). 
Cependant le développement des techniques de microscopie, et en particulier de la 
microscopie à fluorescence, a rendu possibles des avancées importantes dans la 
compréhension des mécanismes de ségrégation bactériens. Il est à présent possible par 
exemple, grâce à des protéines fluorescentes couplées à des protéines de fixation 
spécifique à l’ADN, de suivre le devenir d’un locus choisi du chromosome au cours du cycle 
cellulaire dans une cellule vivante (pour revue Wang et al., 2008). L’application de ce type 
de stratégie sur la région origine dès 1997 chez Bacillus subtilis et Escherichia coli (Gordon 
et al., 1997; Webb et al., 1997) a démontré que cette région présente une localisation 
précise au cours de la ségrégation.  A plus grande échelle ce type d’approche en 
microscopie à fluorescence a permis, notamment chez E.coli (Espéli et al., 2008; Nielsen et 
al., 2006) et Caulobacter crescentus (Viollier et al., 2004), de définir trois étapes dans la 
ségrégation des chromosomes bactériens : tout d’abord, la séparation et la relocalisation 
rapide des origines de réplication, puis la séparation progressive de la majeure partie du 
chromosome (le “corps”), et enfin la séparation des régions terminus de réplication après 
une période de cohésion plus longue. 
A. Ségrégation des origines de réplication 
La ségrégation des origines de réplication chromosomiques (oriC) nouvellement 
répliquées a lieu après une période de colocalisation. La séparation des deux oriC sœurs 



































































Ia  P1, P7  ParA ParB parS 
Ia  F, N15  SopA SopB sopC 
Ia  RK2, RP4  IncC1/2 KorB OB1‐10 
Ib  pB171 (par2)  ParA ParB parC 
Ib  TP228  ParF ParG parH 
Ib  pSM19035  δ2 ω2 parS1‐3 
Ic  Bsu, Tth…  Soj Spo0J parS 
Ic  Ccre, Ppu, Pae, Scoe… ParA ParB parS 
II  pB171 (par1)  ParM ParR parC 
II  R1  ParM ParR parC 
II  pLS32  AlfA AlfB parN 
III  pBToxis  TubZ TubR (wHTH) n.i. 
III  pXO1  RepX Ø n.i. 
IV  pSK1 Par DR/IR 
Tableau 2 | Diversité des nomenclatures des systèmes de ségrégation. 
Exemples  de  la  nomenclature  des  systèmes  actifs  de  partition.  Pour  pB171 :  par1  et  par2  sont  deux 
systèmes de  partition  actifs portés par  ce plasmide.  Les  abréviations d’espèces pour  le  type  Ic  sont  les 
suivantes : Bsu Bacillus subtilis, Tth Thermus thermophilus, Ccre Caulobacter crescentus, Ppu Pseudomonas 
putida,  Pae  Pseudomonas  aeruginosa,  Scoe  Streptomyces  coelicolor.  Pour  le  plasmide  pXO1  (type  III)  le 
symbole Ø  indique  ce  système  ne  semble  pas  comporter  de  protéine  de  fixation  à  l’ADN  autre  que  la 
GTPase. n.i. : non identifié. 
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est ensuite un processus assez rapide, suggérant l’intervention d’un mécanisme actif 
(Webb et al., 1998). La nature des acteurs de cette ségrégation est restée mystérieuse 
jusqu’à la découverte dans les régions origines des génomes bactériens séquencés 
d’homologues de systèmes de ségrégation plasmidiques connus. 
1. Systèmes actifs de ségrégation plasmidiques 
Les plasmides à bas nombre de copies (une à cinq copies par chromosome de l’hôte) 
dépendent de systèmes de ségrégation actifs pour leur maintien au fil des générations. 
Initialement identifiés sur les plasmides P1 et F d’E.coli  (Austin & Abeles, 1983; Ogura & 
Hiraga, 1983), ces systèmes ont ensuite été repérés sur les autres plasmides à bas nombre 
de copies (pour revue Gerdes et al., 2010; Salje, 2010) et permettent d’assurer la 
transmission des copies du plasmide à chacune des cellules filles lors de la division 
cellulaire. Ils sont composés de trois partenaires : une séquence centromérique (parS) une 
protéine de liaison à l’ADN (ParB) et une ATPase (ParA) les deux protéines étant codées par 
un opéron parAB. ParB se fixe spécifiquement sur la séquence parS, formant ainsi un 
complexe de partition reconnu par ParA qui en assure la relocalisation dans les futures 
cellules filles (figure 6). Ces systèmes présentent une grande diversité phylogénétique bien 
que l’organisation en trois partenaires et le principe général de fonctionnement soient 
conservés. Parmi les systèmes connus, on trouve majoritairement deux types de systèmes : 
ceux de type I, les plus fréquents, dont la protéine ParA est une ATPase à motifs de Walker, 
et ceux de type II dont la protéine ParA est une ATPase de type actine. A ces deux 
principaux types de systèmes parABS se sont récemment ajoutés un type III comportant 
une GTPase de type tubuline à la place de l’ATPase, et un type IV ne comportant qu’une 
seule protéine (tableau 1). Ces deux derniers types sont encore mal caractérisés. Parmi les 
systèmes de type I on distingue encore deux sous-types : le sous-type Ia dans lequel ParA 
assure l’autorégulation de l’opéron parAB, et le sous-type Ib, dans lequel ce rôle est dévolu 
à ParB. Les dénominations des trois partenaires varient d’un système à l’autre selon 
l’historique de leur découverte (tableau 2) ; pour plus de clarté j’utiliserai toujours ici la 
nomenclature ParA-ParB-parS. Les grandes familles des systèmes de ségrégation abritent 
chacune une grande diversité au niveau de la protéine ParB et du site parS (Hayes & Barilla, 
2006). En effet, en dehors du sous-type Ia, la recherche de ParB par homologies de 
séquences est le plus souvent impossible. Quant aux sites parS, leur forte diversité tant au 












Figure 7b | Diversité de structure des centromères plasmidiques.
Les centromères les mieux caractérisés sont représentés. Les séquences répétées sont indiquées par des 
flèches; les séquences de ces répétitions varient d’un centromère à l’autre. Lorsque le centromère contient des 
sites de fixation différents, ceux-ci sont indiqués par des couleurs différentes. Noter la différence d’échelle d’un 
facteur 10 entre le centromère sopC de F et les autres centromères.




















Figure 7a | Diversité des opérons parAB 
plasmidiques.
Une même couleur indique une homologie de 
séquence. Les gènes codant pour des ParA de 
type Walker box sont en bleu clair, ceux 
codant pour des ParB à HTH en jaune, ceux 
codant pour des ParB à RHH en vert foncé, 
bleu foncé et orange. En gris foncé et gris clair, 
les gènes codant respectivement pour 
l’ATPase de type actine et la protéine à RHH du 
système R1 (type II). La localisation des centro-
mères est indiquée en rouge.
Figure tirée de Hayes et Barilla, 2006, Nat. Rev. 
Microbiol.
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7). Ainsi l’identification in silico de systèmes parABS débute-t-elle en général par 
l’identification d’un homologue de ParA, partenaire le mieux conservé du système. 
Les systèmes parABS nécessitent une régulation précise de leur niveau d’expression 
pour être fonctionnels. Deux modes de régulation existent, tous deux par auto-répression 
de l’opéron parAB (pour revue Ebersbach & Gerdes, 2005). Dans les systèmes de type Ia, 
tels celui du plasmide F, l’auto-répression est assurée par ParA via la fixation spécifique à 
des séquences opératrices sur le promoteur de l’opéron, grâce à un domaine HTH de 
fixation à l’ADN. ParB agit comme co-répresseur via son interaction avec ParA. Dans les 
autres types de systèmes l’auto-répression est assurée par ParB seul via la fixation à parS, 
présent dans la région promotrice de l’opéron. Dans ce dernier cas, la répression est 
renforcée par la capacité de ParB à s’étaler sur l’ADN de manière coopérative à partir de 
son site de fixation spécifique. Cet étalement, propriété partagée par les ParB des 
différents types de parABS, a d’autres conséquences. Tout d’abord, il permettrait de capter 
une grand partie des molécules de ParB au voisinage du centromère facilitant l’interaction 
de ParA avec ce complexe de partition étendu ; ensuite il peut conduire à l’extinction de 
gènes distants de quelques kilobases (Lynch & Wang, 1995; Rodionov et al., 1999). Par 
ailleurs, ces complexes regroupant un grand nombre de molécules de ParB peuvent 
aisément être visualisés en microscopie à fluorescence en utilisant des fusions ParB-nFP (Li 
& Austin, 2002), et sont de plus en plus utilisées pour le marquage de plasmides ou de loci 
chromosomiques. 
Le mécanisme de ségrégation des systèmes de type I, les plus fréquents, est encore 
sujet à débats, alors que le mécanisme des systèmes de type II, moins répandus, est mieux 
compris grâce à la formation de structures observables en microscopie à fluorescence. 
a) Mécanisme des systèmes parABS de type II 
La plupart des études de systèmes de partition de type II utilisent le système du 
plasmide R1 d’E.coli (pour revue Salje et al., 2010). L’ATPase de type actine de ce système 
forme des filaments longs de quelques microns, assez grands et stables pour être observés 
en microscopie à fluorescence (Møller-Jensen et al., 2002). Ces filaments sont constitués de 
faisceaux de polymères de ParA (nommé ParM chez le plasmide R1) (Salje et al., 2009). En 
absence de complexe de partition, ces polymères sont en constante polymérisation et 
dépolymérisation, mais en présence du complexe de partition la dépolymérisation est 
Figure  8 | Modèle du mécanisme du système de ségrégation du plasmide R1.
a) Organisation génétique. Le centromère est composé de deux blocs de cinq courtes séquences répétées. Les deux 
blocs sont séparés par 39pb contenant le promoteur de l’opéron. La fixation de ParB au centromère réprime la trans-
cription.
b)Ségrégation des plasmides par des filaments d’actine. Les plasmides sont en rouge, ParA en bleu, ParB en 
vert
c) Mécanisme moléculaire de recherche et capture. ParA forme de courts filaments en présence d’ATP. 
Ceux-ci ont deux issues possibles : le désassemblage ‘catastrophe’ suite à l’hydrolyse de l’ATP, ou l’élongation 
bipolaire suite à la fixation à chaque extrémité d’un complexe ParB-parS.
Adapté de Salje et al., 2010, Nature Rev. Microbiol.
Fixation au centromère
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inhibée, ce qui conduit à une élongation rapide des polymères lorsque chaque extrémité 
du filament est chapeautée par un complexe de partition (Garner et al., 2007). Cette 
élongation sépare les deux complexes de partition, et donc les plasmides qui les portent, 
et les amène à chaque extrémité de la cellule (figure 8) (Moller-Jensen et al., 2003). Les 
plasmides peuvent ensuite se retrouver par diffusion aléatoire dans la cellule et seront 
rapidement re-séparés par le même processus. Cette répétition des événements de 
ségrégation, indépendante du cycle cellulaire, permet d’assurer une localisation moyenne 
des plasmides frères aux extrémités opposées de la cellule. Le modèle est conforté par une 
reconstitution fonctionnelle du système in vitro (Garner et al., 2007). Cette reconstitution, 
qui fait encore défaut pour les autres types de systèmes de ségrégation, ne nécessite 
aucun acteur extérieur au système parABS. Ceci indique que le système est autonome et 
n’interagit probablement pas avec un éventuel facteur cellulaire pour assurer sa fonction 
de ségrégation. 
b) Mécanismes des systèmes parABS de type I 
Les systèmes parABS de type I distribuent les plasmides régulièrement le long de la 
cellule, phénomène visible en microscopie à fluorescence par un espacement régulier des 
foci dans les cellules en comportant au moins trois, un positionnement ¼ - ¾ dans les 
cellules comportant 2 foci, et un positionnement central dans les cellules ne comportant 
qu’un focus (Sengupta et al., 2010). Contrairement aux ATPases des systèmes de type II, les 
ATPases à motifs de Walker des systèmes de type I ne forment pas de filaments 
observables en microscopie à fluorescence. Il a cependant été montré in vitro que ces 
ATPases sont capables de polymériser et que cette polymérisation est régulée par le 
complexe de partition et par l’ADN non spécifique (le nucléoïde de la cellule hôte in vivo). 
La régulation par l’ADN non spécifique joue un rôle important dans le processus de 
partition, soit en inhibant la polymérisation de ParA (Bouet et al., 2007a; Castaing et al., 
2008), soit au contraire en servant de support à la formation d’un nucléofilament de ParA 
(Hui et al., 2010; Leonard et al., 2005). Dans tous les cas, les filaments de ParA, à l’inverse de 
ceux de type II, ne formeraient pas un ensemble continu d’un bout à l’autre de la cellule, 
mais seraient plutôt des polymères courts en constante polymérisation et 
dépolymérisation qui déplaceraient le complexe de partition de proche en proche 
(Howard & Gerdes, 2010). In vivo, un comportement dynamique de ParA est observable : la 
















Figure 9 | Comportements in vivo différents pour deux ParA de type I
A) Localisation de la protéine ParA du plasmide P1 d’E.coli (fusion ParA-YFP).
ParA se localise sur tout le nucléoïde et y forme un à deux foci clignotant. Prises de vues toutes les minutes 
pendant 10min. De droite à gauche : prise de vue en fluorescence; distribution des intensités relatives de 
signal telles qu’indiquées sur la bande de gradient coloré en bas de la figure; position du maximum d’intensité 
indiqué par un point.
Tiré de Hatano et Niki, 2010, Mol Microbiol.
B) Localisation de la protéine ParA du plasmide pB171 d’E.coli (fusion ParA-GFP).
ParA forme une masse en forme de comète qui oscille sur le nucléoïde. Prises de vues toutes les minutes 
pendant 30min. Le plasmide est visualisé à l’aide d’une fusion TetR-mCherry qui se fixe sur des sites tetO 
placés sur le plasmide. De droite à gauche : superposition du contraste de phase et du plasmide; ParA-GFP; 
superposition de ParA-GFP et du plasmide.
























































B)  Traction par lament
C)  Poussée par lament
ADN du nucléoïde plasmide Sens de migration du plasmide
ParB xé à parS ParB xé à l’ADNnon-spécique ParA-ADP ParA-ATP
Figure 10 | Principaux modèles de mécanisme des systèmes de partition de type I.
A) Réaction diffusion. ParA-ATP est présent sur le nucléoïde. ParB interagit avec ParA-ATP et cette interaction 
déclenche l’activité ATPase de ParA, qui passe donc de l’état ParA-ATP à ParA-ADP. Cette forme de ParA 
n’interagit pas avec ParB et se décroche du nucléoïde. Par diffusion, le complexe de partition avance jusqu’à 
la molécule de ParA -ATP la plus proche et avance ainsi de proche en proche sur le nucléoïde. Le recyclage de 
ParA-ADP en ParA-ATP permet la refixation des monomères de ParA sur le nucléoïde.
D’après le modèle présenté par Howard et Gerdes (2010, Mol. Microbiol.)
B) Traction par filament. ParA-ATP polymérise sur le nucléoïde. ParB interagit avec une extrémité du filament 
où il active l’ATPase, qui se décroche du polymère à l’extrémité. Le complexe de partition interagit ensuite 
avec le monomère suivant dans le filament, et avance ainsi en dépolymérisant le filament de ParA-ATP. Les 
monomères libérés de ParA-ADP peuvent réintégrer un polymère après échange de leur ADP avec un ATP.
D’après le modèle présenté par Howard et Gerdes (2010, Mol. Microbiol.)
C) Poussée par filament. L’ADN du nucléoïde inhibe la polymérisation de ParA en fixant celle-ci. Autour du 
complexe de partition, l’étalement de ParB sur l’ADN masque celui-ci et permet la polymérisation de ParA, 
séparant ainsi les complexes de partition.
D’après le modèle présenté par Bouet et al. (2007, Mol. Microbiol.)
Figure 11 | Présence de systèmes parABS sur les chromosomes principaux.
Les classes et phyla sont indiqués par les boîtes grisées. Bact et Chlor correspondent aux Bacteroidetes et
Chlorobi. Les chiffres dans la colonne S correspondent au nombre de sites parS présents dans les
différentes souches d’une branche. Les cellules rouges indiquent que toutes les souches de la branche
comportent des parS; les roses que seules certaines souches en comportent; les blanches qu’aucun, ,
parS n’est identifiable. Dans les colonnes A et B, les cellules sont colorées si toutes les souches de la
branche comportent un homologue putatif de parA ou parB, respectivement. Dans la colonne AB‐S, une
coloration claire indique que dans toutes les souches les trois partenaires sont distants de moins de 10%
de la taille du chromosome; une coloration sombre indique que, pour au moins une souche, la distance
entre parA ou parB et le site parS le plus proche est supérieure à 10% (les chiffres indiquent la distance
dans ces souches). Les branches dont il est fait mention dans le texte sont encadrées en rouge.
Tiré de Livny et al., 2007, J.Bacteriol.
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Hatano et al., 2007), ou forme des foci clignotants qui se dupliquent peu avant la 
ségrégation des plasmides (plasmide P1: Hatano & Niki, 2010). Ce comportement “flou” 
en microscopie explique l’absence de consensus sur le mécanisme de ce type de systèmes 
(figures 9 et 10). De plus, les divergences de résultats entre les différents plasmides étudiés 
suggèrent que les systèmes parABS de type I ne fonctionnent pas tous exactement suivant 
le même modèle. Le système du plasmide P1 effectue des cycles de 
séparation/regroupement successifs au cours du temps (Sengupta et al., 2010), suggérant 
que l’appariement des copies du plasmide est un pré-requis à la ségrégation et que le 
plasmide est libre de diffuser en dehors des évènements de ségrégation. A l’inverse, 
d’autres systèmes maintiennent les plasmides à une position donnée dans la cellule ce qui 
empêche leur ré-appariement (plasmide RK2: Derman et al., 2008). De plus, des données 
de notre équipe suggèrent que l’appariement n’est pas requis pour la localisation du 
plasmide F par son système de ségrégation : un copie unique d’un site parS apportée par 
une infection phagique est correctement localisée au centre de la cellule, et l’apport d’une 
deuxième copie par une nouvelle infection induit la relocalisation des deux copies sans 
qu’une étape d’appariement soit visible (Rech et Lane, données non publiées). 
2. Systèmes parABS chromosomiques 
La plupart des chromosomes bactériens portent dans leur région origine un 
homologue de système parABS plasmidique (pour revue Livny et al., 2007) (figure 11). La 
protéine ParA de ces systèmes est une ATPase à motifs de Walker, ce qui les classe dans le 
type I, et ne comporte pas de domaine HTH, contrairement aux ParA du sous-type Ia. ParB 
est une protéine à domaine HTH pour la fixation spécifique à l’ADN et pourrait assurer 
l’auto-régulation de l’opéron parAB, via la fixation à un site parS dans la région promotrice. 
La séquence parS des chromosomes principaux est très conservée et se présente sous la 
forme d’un palindrome de 16pb de consensus tGTTTCACGTGAAACa. Les positions 1 et 16 
sont assez peu conservées, et il existe des variants palindromiques pour la position 5 chez 
les Pseudomonas. Ce palindrome est présent entre une et plus de vingt copies, 
principalement dispersées dans la région origine du chromosome (figure 12). Lorsque cela 
a été testé, ces systèmes se sont révélés capables d’assurer la ségrégation de plasmides 
dépourvus de leur propre système de partition (Bartosik et al., 2004; Godfrin-Estevenon et 
al., 2002; Yamaichi & Niki, 2000). La localisation des sites parS dans la région origine fait des 




séquences parS proches de l’opéron parAB
P.aeruginosa
6 264 403 pb
P.putida
6 181 863 pb
20 sites parS dans 200kB, 
dont 3 dans la région parAB-gidAB
S.coelicolor
8 667 507 pb
B.subtilis
4 214 814 pb
C.crescentus
4 016 947 pb
Figure 12 | Localisation des sites parS sur les chromosomes bactériens.
Cinq chromosomes bactériens illustrent la répartition des sites parS identifiés par recherche bioinformatique 
dans les génomes. Majoritairement localisés près de la région origine, les sites parS peuvent parfois être 
dispersés dans le reste du génome.
Tiré de Bartosik et Jagura-Burdzy, 2005, Acta Biochimica Polonica.
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région. Leur implication dans ce processus est démontrée pour plusieurs des bactéries 
étudiées (principalement mono-chromosomiques à l’exception de V.cholerae), mais il 
semble qu’ils puissent aussi être impliqués dans d’autres processus : initiation de la 
réplication (Lee & Grossman, 2006; Murray & Errington, 2008), division cellulaire (Mohl et 
al., 2001; Thanbichler & Shapiro, 2006), structuration du chromosome (Britton et al., 1998; 
Gruber & Errington, 2009; Sullivan et al., 2009). 
a) Implication des systèmes parABS chromosomiques dans la ségrégation des 
origines 
Deux phénotypes majeurs suggèrent l’implication d’un système dans la ségrégation 
des origines : l’apparition de cellules anucléées (signe d’un défaut général de ségrégation) 
et des défauts de positionnement de oriC dans la cellule. La première bactérie chez 
laquelle le système parABS chromosomique a été étudié est Bacillus subtilis, où il a 
initialement été identifié pour son implication dans la sporulation. L’inactivation de ParB 
(nommée Spo0J chez cette bactérie) induit en effet un défaut de sporulation, supprimé par 
l’inactivation de ParA (Soj chez cette bactérie). En croissance végétative l’inactivation de 
ParB a aussi comme conséquence l’apparition de 1% à 2% de cellules anucléées (soit 
environ 100 fois plus que dans une souche sauvage) (Ireton et al., 1994). L’inactivation de 
ParA seule n’a pas d’effet sur la proportion de cellules anucléées (Ireton et al., 1994), mais 
dans un mutant Δsmc (Structural Maintenance of Chromosome, voir plus bas) une telle 
inactivation conduit à l’augmentation de la proportion de cellules anucléées de 2% à 18% 
(Lee & Grossman, 2006). De plus la localisation de oriC est perturbée dans un mutant 
ΔparA, ΔparB ou ΔparAB (Lee & Grossman, 2006) : normalement centrale en début de cycle 
cellulaire, puis les deux copies placées aux positions ¼ et ¾ de la cellule, la région origine 
n’est pas localisée précisément dans ces mutants. Tous ces éléments indiquent que ParA et 
ParB seraient impliquées dans la ségrégation de la région origine.  
Un autre système parABS mono-chromosomique très étudié est celui de Caulobacter 
crescentus. Chez cette bactérie, le cycle cellulaire est particulier en ce que la division 
cellulaire conduit à la formation de deux cellules filles différentes : une cellule pédonculée 
(fixée au support) et une cellule flagellée mobile. Seule la cellule pédonculée peut entamer 
un cycle de division cellulaire, la cellule flagellée doit au préalable muer en cellule 








Flagelle Figure 13 | Cycle cellulaire de C.crescentus.
Chaque division cellulaire génère une cellule 
mobile et une cellule pédonculée. En se diffé-
renciant en cellule pédonculée, la cellule 
mobile perd son flagelle, synthétise un pédon-
cule et initie la réplication de l’ADN (le chromo-
some est représenté par une ligne noire 
épaisse). Au moment où la réplication et la 
ségrégation s’achèvent, la cellule commence la 
constriction au site de division nouvellement 
formé. Un flagelle est synthétisé au pôle 
opposé au pédoncule, et l’achèvement de la 
cytokinèse génère une nouvelle cellule mobile 
et une nouvelle cellule pédonculée.
Tiré de Goley et al., 2007, J. Cell Science.
Figure 14 | Ségrégation du chromosome de C.crescentus.
a) Modèle des interactions moléculaires durant la ségré-
gation médiée par parABS. (i) la protéine ParA (cercles 
bleus) fixe l’ATP, change de conformation (carrés bleus) et 
(ii) dimérise. L’homodimère ParA-ATP (iii) se fixe au 
nucléoïde ou (iv) polymérise sur l’ADN ou librement (les 
flèches bleues indiquent la direction de 
polymérisation/dépolymérisation). (v) TipN (cercles jaunes) 
pourrait nucléer ou stabiliser le polymère de ParA au 
nouveau pôle. (vi) Les fibres de ParA s’assemblent en 
faisceaux. (vii) le complexe ParB-parS (cercles verts) 
rencontre l’extrémité d’une fibre et s’y fixe. ParB stimule le 
détachement de ParA à l’extrémité des filaments et (viii) le 
complexe de partition avance avec la fin du filament de 
ParA qui se rétracte (la flèche rouge indique le mouvement 
du complexe de partition).
b) Schéma général de la ségrégation de la région origine. 
(i) Dans une cellule mobile le chromosome non répliqué 
(boucles brunes) est ancré à l’ancien pôle via l’interaction 
de ParB (vert) avec PopZ (orange). TipN (jaune) est localisé 
au nouveau pôle. (ii) Le complexe ParB-parS est décroché 
du pôle et les sites parS dupliqués (l’ADN nouvellement 
répliqué est en violet) sont recouverts par ParB, pendant 
que TipN agit sur la formation/stabilisation de la structure 
de ParA (bleu) au nouveau pôle. (iii) Un des complexes de 
partition rencontre la structure de ParA et s’y fixe. (iv) Le 
complexe de partition désassemble les filaments de ParA et 
en suit l’extrémité. (v) Il est ensuite retenu au nouveau pôle 
par la protéine PopZ qui s’y est accumulée. La structure de 
ParA se réorganise, et TipN est recruté au site de division 
pour être en position pour le cycle suivant.


















Ségrégation des chromosomes bactériens   
| 19 
 
différentiation font entrer en jeu de nombreuses protéines dont certaines sont 
directement impliquées dans la ségrégation de oriC via une interaction avec ParA ou ParB. 
Les études du système parABS sont compliquées par le fait que le système est impliqué 
dans la régulation de la division cellulaire de C.crescentus et est donc essentiel (voir plus 
loin). Néanmoins, l’utilisation de mutants ponctuels ou de constructions permettant une 
expression inductible des différents composants a permis de définir un modèle assez 
précis de la ségrégation de la région origine de cette bactérie (figure 14). Au début du 
cycle cellulaire, la région origine est ancrée au pôle pédonculé par le complexe de partition 
ParB-parS, lui-même fixé au pôle par l’interaction de ParB avec PopZ, une protéine polaire 
(Bowman et al., 2008; Ebersbach et al., 2008). ParA est présent au pôle opposé, ancré par la 
protéine polaire TipN (Schofield et al., 2010), et s’étend dans la cellule sous forme de 
“comète”. Lorsque la réplication de la région origine atteint le site parS, situé à 8kb de oriC, 
la ségrégation du chromosome est initiée : deux complexes de partition sont formés et se 
séparent, puis l’un des deux contacte la “queue de la comète” de ParA qui se rétracte et 
entraine le complexe de partition dans son sillage jusqu’au pôle opposé (Shebelut et al., 
2010), probablement selon un mécanisme de “pont brulé” puisque ParB induit la 
dépolymérisation de ParA in vitro (Ptacin et al., 2010). Le complexe de partition est ancré à 
ce pôle par PopZ (Bowman et al., 2008). Ainsi, une fois la division cellulaire achevée, 
chacune des cellules porte un complexe de partition au pôle le plus ancien (pédonculé ou 
flagellé). Le reste du chromosome suit dans l’ordre de sa réplication (Viollier et al., 2004). 
Voir plus loin les mécanismes potentiellement impliqués dans cette étape. 
La perturbation des systèmes parABS chromosomiques a aussi des conséquences sur 
la ségrégation des chromosomes en croissance végétative chez d’autres bactéries mono-
chromosomiques : Pseudomonas putida (Godfrin-Estevenon et al., 2002), Pseudomonas 
aeruginosa (Bartosik et al., 2004, 2009; Lasocki et al., 2007), Mycobacterium smegmatis 
(Jakimowicz et al., 2007a), Mycobacterium tuberculosis (Maloney et al., 2009) ou 
Corynebacterium glutamicum (Donovan et al., 2010). Cependant, les études sont encore 
assez peu nombreuses pour ces espèces. 
A l’inverse, l’impact de l’inactivation de parAB n’est parfois visible que dans des 
périodes particulières du développement. Ainsi, chez Streptomyces coelicolor le système 
parABS ne semble impliqué dans la ségrégation que lors de la septation des hyphes 
Figure 15 | Cycle cellulaire et système parABS de S.coelicolor.
En bas, horizontal, un hyphe végétatif polyploïde dans lequel l’ADN est décondensé et les protéines ParA et 
ParB pas ou peu exprimées. En vertical, un hyphe aérien qui entre en sporulation. Cette différentiation cellu-
laire conduit à l’expression forte des protéines ParA et ParB qui vont assurer la bonne répartition des 
multiples copies du chromosome dans les spores. Code couleur : Par A en rouge, ParB en vert, FtsZ en bleu 
clair, paroi cellulaire en jaune, ADN en bleu foncé.
Tiré de Jakimowicz et al., 2007, Mol Microbiol. 
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polyploïdes, pendant la sporulation (Kim et al., 2000). Chez cette bactérie, le chromosome 
est linéaire contrairement à la majorité des chromosomes bactériens. L’autre particularité 
de cette espèce tient à son mode de développement : la croissance végétative se fait sous 
forme d’hyphes polyploïdes, et ce n’est qu’au moment de la sporulation que se mettent en 
place l’alignement régulier des chromosomes et la division cellulaire (figure 15). Pendant 
toute la croissance végétative, le système parABS, peu exprimé, ne semble pas avoir d’effet 
sur le positionnement des chromosomes. Pendant la sporulation par contre, le système 
parABS est fortement exprimé et est nécessaire à la répartition homogène des 
chromosomes dans les spores (Kim et al., 2000). Le mécanisme d’alignement des 
chromosomes (via l’alignement des complexes de partition ParB-parS dans la région 
origine de réplication) est encore peu clair mais comporte la formation d’une double hélice 
de filaments de ParA dans les hyphes aériens entrant en sporulation (Jakimowicz et al., 
2007b). Récemment, il a été mis en évidence une protéine ParJ régulatrice de la formation 
ou disparition de cette double hélice (Ditkowski et al., 2010). 
Une différence d’implication des systèmes parABS selon les conditions se retrouve 
chez B.subtilis et  P.putida. Pour B.subtilis, la ségrégation du chromosome met en jeu des 
processus différents selon que la cellule est en croissance végétative (voir plus haut) ou en 
sporulation (voir plus bas). Pour P.putida, bactérie non sporulante, la délétion des gènes 
parAB induit un phénotype plus fort lors de l’entrée en phase stationnaire de croissance, 
qu’en phase exponentielle (Godfrin-Estevenon et al., 2002). Cette différence pourrait être 
liée à une réduction du nombre de copies du chromosome lors de l’entrée en phase 
stationnaire, une étude récente suggérant que P.putida comporte plusieurs copies de son 
chromosome en phase exponentielle (Pecoraro et al., 2011), ce qui limiterait l’impact d’une 
déficience des systèmes de ségrégation. 
Les quelques exemples présentés ci-dessus permettent de mettre en évidence la 
disparité des mécanismes de ségrégation des origines de réplication chromosomiques 
utilisant des systèmes parABS. Il semble que les systèmes parABS chromosomiques se 
soient adaptés aux différents contextes cellulaires, en particulier par le recrutement de 
protéines partenaires diverses. L’importance variable des systèmes parABS tient aussi à 
deux autres phénomènes : l’implication dans d’autres fonctions cellulaires et la 
redondance fonctionnelle avec d’autres systèmes impliqués dans la ségrégation. 
Figure 16 | Implication de ParB dans la régulation de la division cellulaire chez C.crescentus.
La formation d’un gradient de MipZ à partir de ParB exclut FtsZ de la plupart de la cellule. FtsZ se retrouve 
donc au pôle opposé à ParB en début de cycle cellulaire, puis au centre de la cellule (où il formera l’anneau 
de division) après la ségrégation de la région origine.
Tiré de Thanbichler et Sapiro, 2006, Cell.
Ségrégation de l’origine
Déplacemement de FtsZ
Formation de l’anneau de FtsZ
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b) Implication des systèmes parABS chromosomiques dans d’autres fonctions 
Chez les deux systèmes parABS chromosomiques les plus étudiés, ceux de B.subtilis et 
C.crescentus, il a été démontré leur implication dans d’autres mécanismes que la 
ségrégation des chromosomes.  
Chez C.crescentus le système parABS est essentiel à la croissance bactérienne : une 
cellule privée de l’un ou l’autre des partenaires n’est pas viable, de même qu’une cellule 
portant plusieurs copies d’un plasmide portant le site parS. En 2001, l’utilisation d’un 
promoteur inductible pour l’expression de ParB a permis de démontrer l’implication de 
parABS dans la régulation de la formation du septum de division (Mohl et al., 2001) : l’arrêt 
de l’expression de ParB induit la filamentation des cellules. La clé de cette régulation a été 
découverte en 2006 (Thanbichler & Shapiro, 2006). MipZ, produit d’un gène essentiel 
conservé chez les α-protéobactéries, interagit faiblement avec ParB. ParB étant localisée au 
pôle (voir plus haut), un gradient de MipZ s’établit, du pôle vers le centre de la cellule. Or 
MipZ inhibe la polymérisation de FtsZ, première protéine de l’anneau de division. Celui-ci 
ne peut donc se former qu’au point le plus faible du gradient de MipZ : le centre de la 
cellule (figure 16). En absence de ParB, MipZ est présent dans toute la cellule et l’anneau de 
FtsZ ne peut donc se former nulle part, conduisant à la filamentation cellulaire. 
Chez B.subtilis, l’implication de parABS est démontrée dans la régulation de l’initiation 
de la réplication et dans la compaction du chromosome. En absence de ParA, le 
chromosome est sur-répliqué (Lee & Grossman, 2006). Cet effet provient de la régulation 
positive et négative par ParA de DnaA, acteur majeur de l’initiation de la réplication 
(Murray & Errington, 2008). Les derniers résultats publiés indiquent que ParA est un 
activateur de la réplication sous sa forme dimérique (lié à l’ATP), et un répresseur de la 
réplication sous sa forme monomérique (sans nucléotide ou lié à l’ADP). ParB active 
l’activité ATPase de ParA, et donc sa transition de la forme activatrice à la forme répresseur, 
contribuant ainsi au réseau de régulation de l’initiation de réplication (Scholefield et al., 
2011). 
L’interaction fonctionnelle de ParB de B.subtilis avec la protéine SMC (Structural 
Maintenance of Chromosome, voir plus bas), impliquée dans la compaction du 
chromosome en nucléoïde, est connue depuis 1998 (Britton et al., 1998) : la délétion de 
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B
Figure 17 | Ségrégation pendant la sporulation de B.subtilis.
A) Ségrégation de la région orgine. (a) Cellule végétative. La flèche noire indique la position déterminée par 
le système parABS en croissance végétative. (b) Lors de la sporulation, le couple RacA-DivIVA ancre la région 
origine au pôle, ParA aidant à amener l’origine à portée de DivIVA.
B) Ségrégation de la masse du chromosome. (a) Cellule végétative. (b) En début de sporulation, le nucléoïde 
se réorganise en filament axial, d’un pôle à l’autre de la cellule. L’ancrage des origines aux pôles est représenté 
par les flèches rouges. (c) Le septum de division asymétrique se forme sur le chromosome, et la translocase 
SpoIIIE se place au septum. (d) SpoIIIE assure la translocation de 70% du chromosome de la cellule mère vers 
la préspore.
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conduit à un phénotype aggravé (croissance lente, 25% de cellules anucléées). Cependant 
il a fallu attendre 2009 pour démontrer l’interaction physique de ces deux protéines 
(Gruber & Errington, 2009; Sullivan et al., 2009). SMC interagit avec le chromosome, et plus 
particulièrement avec la région origine. L’enrichissement en SMC dans cette région 
dépend de la présence de ParB et des sites parS, et le déplacement des sites parS dans la 
région terminus suffit à y recruter SMC, démontrant le lien physique entre ces deux 
partenaires. 
3. Autres systèmes de ségrégation des origines chromosomiques 
Une minorité de bactéries ne possèdent pas de système parABS sur leur chromosome, 
parmi lesquelles l’incontournable bactérie modèle Escherichia coli. Pourtant la cinétique de 
ségrégation de l’origine du chromosome de cette dernière est un processus rapide, distinct 
de la ségrégation du reste du chromosome (Nielsen et al., 2006), ce qui suggère l’existence 
d’un système actif. Il existerait donc un autre système pour la ségrégation des origines. Un 
site centromérique potentiel, migS, a été identifié (Fekete & Chattoraj, 2005; Yamaichi & 
Niki, 2004), mais aucune protéine associée n’est connue à ce jour. 
Un autre système, mieux caractérisé, de ségrégation de la région origine d’un 
chromosome est le système RacA-DivIVA de B.subtilis. Ce système est impliqué dans 
l’ancrage de la région origine aux pôles de la cellule lors de la sporulation (pour revue 
Errington et al., 2005). RacA reconnait un site de 14pb présent en de nombreuses copies 
dans une région de 600kb autour d’oriC (Ben-Yehuda et al., 2005). Des interactions entre 
les protéines RacA permettent de compacter cette région en un complexe de grande taille. 
DivIVA, protéine membranaire localisée aux pôles de la cellule, interagit avec RacA et ancre 
ainsi le complexe aux pôles de la cellule (figure 17). Cette capture aux pôles nécessite aussi 
l’intervention du système parABS (Sullivan et al., 2009; Wu & Errington, 2003), 
probablement pour amener la région origine à portée de RacA-DivIVA. 
B. Ségrégation du “corps” du chromosome  
A l’inverse de la ségrégation rapide et dirigée des origines de réplication, médiée  par 
un système spécifique, la ségrégation du “corps” du chromosome est un processus 
progressif qui suit de près la réplication (Nielsen et al., 2006, 2007), à l’exception de certains 
























Figure 18 | Organisation du chromosome bactérien.
A) Organisation dans la cellule. Schéma de l’organisation du chromosome dans la cellule de différentes 
espèces bactériennes. Le chromosome de C.crescentus est ordonné linéairement et ancré au pôle flagellé par 
le complexe parS/ParB/PopZ. Chez V.cholerae l’origine de c1 est polaire, alors que celle de c2 est centrale; 
l’organisation de la masse des chromosomes est encore inconnue dans cette espèce. Chez B.subtilis, quatre 
loci ont été étudiés; leur positionnement rappelle l’organisation chez C.crescentus, hors ancrage au pôle. Lors 
de la sporulation, cependant, on retrouve cet ancrage au pôle, auquel s’ajoute une compaction du chromo-
some. L’origine du chromosome d’E.coli, de même que son terminus, est centrale dans la cellule; les bras droit 
et gauches du chromosome sont ordonnés de part et d’autre du centre de la cellule.
Tiré de Toro et Sapiro, 2010, Cold Spring Harb. Perspect. Biol.
B) Organisation intra-chromosomique. Représentation schématique des macrodomaines et des régions 
non-structurées du chromosome d’E.coli. Les macrodomaines sont des régions à l’intérieur desquelles les 
contacts entre les loci sont plus fréquents qu’avec l’extérieur de ces domaines. Le cercle représente la carte 
génétique du chromosome.Les zones colorées représentent les différents macrodomaines (avec leurs coor-
données en minutes), les zones hachurées, les régions non structurées. Sont aussi indiqués les dix sites Ter 
(arrêt des fourches de réplication, A à J), l’origine de réplication oriC, le centromère putatif migS, et le site dif 
de résolution des dimères.
Tiré de Esnault et al., 2007, PLoS Genet.
A
B
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encore peu caractérisés, la ségrégation progressive du “corps” ne nécessite probablement 
pas de mécanisme dédié. Plusieurs mécanismes non-spécifiques sont envisagés, qui ne 
sont pas incompatibles les uns les autres et pourraient tous apporter une contribution à la 
séparation des deux chromosomes frères. 
1. La compaction du chromosome – les complexes SMC 
Le chromosome bactérien étant environ mille fois plus grand que la cellule qui 
l’héberge, il doit être compacté d’autant pour y loger. Cette compaction du chromosome 
bactérien, encore mal connue, se fait de manière très organisée, conduisant à la 
localisation précise dans la cellule de chaque section du chromosome (figure 18) (pour 
revue Toro & Shapiro, 2010). Un des acteurs de cette compaction est le complexe SMC 
(Structural Maintenance of Chromosome), dont la protéine centrale est la protéine SMC 
(par exemple chez B.subtilis) ou son homologue structurel MukB (chez les enterobactéries 
telles que E.coli) (pour revue Holmes & Cozzarelli, 2000). En absence de cette protéine, les 
chromosomes sont partiellement décondensés et présentent des défauts de ségrégation : 
cellules anucléées ou chromosomes guillotinés par le septum de division (Sawitzke & 
Austin, 2000). La compaction du chromosome semble donc impliquée dans la ségrégation. 
Une fois la ségrégation de la région origine effectuée par les systèmes dédiés, cette région 
pourrait servir de point d’ancrage pour la compaction du reste du chromosome au fur et à 
mesure de la réplication (Graumann, 2001). Dans ce contexte, le recrutement de SMC dans 
la région origine par ParB chez B.subtilis (voir plus haut) permettrait d’initier dans la région 
origine la compaction des chromosomes frères nouvellement répliqués. Ce point 
d’ancrage permettrait d’éviter que les deux chromosomes frères soient re-compactés de 
manière anarchique ou trop proches l’un de l’autre, ce qui risquerait d’amener à un défaut 
de séparation. 
2. Le cytosquelette bactérien MreB 
Les bactéries de forme allongée doivent leur morphologie à la protéine MreB, une 
ATPase de type actine qui forme des filaments discontinus contre la membrane interne de 
la cellule (pour revue Carballido-Lopez, 2006). La délétion ou l’inhibition de cette protéine 
conduit rapidement à la perte de l’allongement et à la formation de cellules sphériques. 
Dans ces cellules la ségrégation des chromosomes est fortement affectée, mais il est 
difficile de faire la part entre les effets directs sur la ségrégation et les effets liés à la perte 
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totale des repères cellulaires internes. De ce fait les résultats et les conclusions sont 
fréquemment contradictoires, certains auteurs indiquant une implication dans la 
ségrégation de tout ou partie du chromosome (Defeu Soufo & Graumann, 2003; Kruse et 
al., 2003) tandis que d’autres estiment qu’il n’y a pas d’impact direct (Karczmarek et al., 
2007). Une étude récente permet d’expliquer une partie de cette contradiction 
(Madabhushi & Marians, 2009). L’effet de MreB sur la ségrégation des chromosomes se 
ferait via son interaction avec la topoisomérase IV (TopoIV). Cette protéine est chargée de 
défaire les liens topologiques entre les deux chromosomes frères nouvellement répliqués 
(figure 2), fonction indispensable à la séparation de ceux-ci. MreB, qui interagit 
directement avec la TopoIV, est impliquée dans son activation. En absence de MreB, 
l’activité de la TopoIV est insuffisante pour décaténer efficacement les deux chromosomes 
frères. Ceux-ci restent alors emmêlés sans que les systèmes de ségrégation puissent les 
séparer. 
3. L’expulsion par le réplisome 
La découverte chez B.subtilis que la machinerie de réplication, le replisome, semblait 
relativement stable au centre de la cellule a conduit à proposer l’hypothèse que l’ADN 
nouvellement répliqué soit expulsé vers les deux côtés de la cellule au fur et à mesure de 
sa réplication (pour revue Lemon & Grossman, 2001). L’avantage de ce modèle au moment 
de sa proposition était de n’impliquer aucun mécanisme spécifique de ségrégation, 
lesquels échappaient à tous les efforts de recherche. Depuis, l’avancée des connaissances 
sur la dynamique et la physique des chromosomes amène à penser que ce mécanisme n’a 
que peu d’effet, si même il en a. L’amélioration des techniques de microscopie, et en 
particulier le suivi au cours du temps du devenir d’une molécule marquée en fluorescence, 
a révélé que le réplisome n’est finalement pas si stable, et oscille autour d’une position 
moyenne. De plus, la nécessité de “démêler” les liens d’intercaténation entre les 
chromosomes frères après leur réplication empêche probablement leur expulsion 
immédiate vers les extrémités opposées de la cellule. Par ailleurs, les études des propriétés 
physiques du chromosome ont révélé que celui-ci est assez souple et  élastique et la force 
d’expulsion du réplisome serait donc rapidement absorbée par les déformations de la 
molécule (Dworkin & Losick, 2002). Néanmoins, l’orientation des chromosomes 
nouvellement répliqués en sortie du réplisome peut avoir un impact non négligeable sur 

















Figure 19 | FtsK : acteur clé de la fin de la ségrégation chez E.coli.
A) Actions de FtsK. FtsK (en jaune) est localisé au septum de division et y recrute la TopoIV (en bleu). 
L’activité translocase de FtsK, guidée par sa lecture des KOPS, permet de dégager l’ADN du septum de 
division. L’action de la TopoIV, stimulée par FtsK, démêle les chromosomes. Dans le cas d’un dimère de 
chromosomes, les deux copies des sites dif se retrouvent piégées au niveau du septum. FtsK active alors les 
recombinases XerCD spécifiques du site dif afin de résoudre le dimère.
B) Répartition des sites KOPS sur les deux brins du chromosome d’E.coli. Les sites KOPS sont constitués 
d’une séquence de 8pb fortement sur-représentée dans le génome d’E.coli, et dont la répartition est 
fortement biaisée. Sous la carte du chromosome, chaque trait vertical représente un site KOPS sur le brin 
sens (en haut) ou antisens (en bas).
Figure empruntée à F.Cornet. 
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Des modélisations informatiques des propriétés physico-chimiques des chromosomes 
suggèrent que la ségrégation des chromosomes pourrait ne nécessiter aucun mécanisme 
particulier autre que le démêlage des molécules par la TopoIV. Les forces d’entropie 
suffiraient à conduire à la séparation des deux molécules d’ADN dans la cellule bactérienne 
(Jun & Mulder, 2006). Cependant, les modélisations mathématiques rendant difficilement 
compte de la complexité cellulaire, il n’est pas assuré que ce processus soit assez rapide 
dans l’environnement hautement encombré de la cellule pour expliquer à lui seul 
l’efficacité observée in vivo. 
C. Ségrégation des régions terminus de réplication 
La ségrégation des régions terminus implique la séparation finale des deux 
chromosomes frères ce qui nécessite la résolution de tous les liens encore existants 
d’intercaténation, et des éventuels dimères formés par recombinaison homologue en 
cours de réplication (figure 2). La résolution des liens d’intercaténation est effectuée par la 
Topoisomérase IV, tandis que la résolution des dimères de chromosome est effectuée par 
le système Xer de recombinaison spécifique de site. Ces deux activités sont régulées par un 
acteur clé de cette étape de la ségrégation : l’ADN translocase FtsK (pour revue Bigot et al., 
2007; Lesterlin et al., 2004). Cette dernière est recrutée à l’anneau de division et possède 
une propriété remarquable : elle “lit” le sens du chromosome en reconnaissant les sites 
KOPS, une séquence spécifique présente en de nombreux endroits du chromosome et 
dont l’orientation est biaisée (figure 19). Cette orientation permet à FtsK de tracter le 
chromosome de manière dirigée et ainsi de dégager le septum de division pour éviter de 
guillotiner le chromosome lors de la fermeture du septum. Lorsque les deux chromosomes 
frères sont intercaténés ou sous forme de dimère, l’activité de FtsK amène leurs deux 
terminus au niveau du septum de division, où FtsK recrute et active la topoIV et le système 
Xer, permettant ainsi la séparation finale des chromosomes avant la division cellulaire. 
Avant la découverte de FtsK chez E.coli, une autre translocase similaire, SpoIIIE, était 
déjà connue chez B.subtilis (Wu et al., 1995). SpoIIIE est dédiée à la translocation de l’ADN à 
travers le septum de division lors de la sporulation. La division asymétrique de la cellule 
pendant ce stade de développement conduit au piégeage du chromosome dans le 
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septum. SpoIIIE assure alors la translocation vers la préspore des 70% du chromosome 
restés dans la cellule mère (figure 17). Cette translocation suit un mécanisme similaire à 
FtsK, avec la reconnaissance d’un motif biaisé (SRS, SpoIIIE Recognition Sequence) guidant 
le sens de translocation (Ptacin et al., 2008). 
D. Cas des systèmes multi-chromosomiques 
La ségrégation d’un génome multi-chromosomique, comportant plusieurs molécules 
de grande taille, pose des problèmes spécifiques. En effet il ne s’agit plus seulement de 
démêler les deux copies d’une même molécule, mais aussi de s’assurer que chaque cellule 
fille reçoit une copie de chacune des molécules qui composent le génome. Dans ce 
contexte, les mécanismes de ségrégation non-spécifiques, tels que ceux impliqués dans la 
ségrégation du “corps” du chromosome ne peuvent plus suffire, et un système de tri ou de 
coordination des chromosomes devient essentiel. Ce contexte renforce donc l’importance 
des systèmes spécifiques, tels que les systèmes parABS. Ceux-ci, en jouant sur les 
spécificités d’interaction, pourraient permettre la mise en place de mécanismes de 
ségrégation spécifiques pour chaque origine de réplication, point de départ de la 
ségrégation correcte de chacun des chromosomes vers les cellules filles. Les mécanismes 
de ségrégation du “corps” et du terminus pourraient ensuite continuer et achever le 
mouvement de séparation des chromosomes. Très peu de systèmes multi-
chromosomiques sont étudiés à ce jour pour leur ségrégation. En dehors d’une publication 
descriptive sur Agrobacterium tumefaciens, ainsi que des travaux de notre équipe sur 
Burkholderia cenocepacia (voir section suivante), la seule bactérie multi-chromosomique 
dont la ségrégation soit vraiment étudiée est Vibrio cholerae. 
Le génome d’A.tumefaciens se compose d’un chromosome circulaire (2,84Mb), un 
chromosome linéaire (2,08Mb) et deux plasmides circulaires (0,54 et 0,21Mb). Pour chacun 
de ces réplicons, l’origine de réplication est située à un pôle avant réplication puis les deux 
copies sont placées aux deux pôles opposés. Les deux chromosomes sont les plus proches 
du pôle, les plasmides  en étant un peu plus distants, en particulier le plus petit dont la 
position est moins précise (Kahng & Shapiro, 2003). Les marquages de deux origines dans 
la même cellule ont révélé que bien que les profils de localisation soient similaires pour 
tous ces réplicons, ils n’étaient pas significativement colocalisés dans les cellules, 
Figure 20 | Ségrégation des origines des chromosomes de V.cholerae.
En bleu la région de localisation d’oriC1, en rose celle d’oriC2. Les flèches vertes indiquent le mouvement de 
ségrégation des origines
Tiré de Fiebig et al., 2006, Mol. Microbiol.
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suggérant que leurs positions ne sont pas déterminées par un seul et même mécanisme, 
mais plutôt par un mécanisme différent et spécifique pour chaque réplicon. 
La ségrégation des chromosomes de V.cholerae est mieux connue. Le génome de 
cette bactérie est composé de deux chromosomes circulaires de 2,96Mb et 1,07Mb 
respectivement. Le chromosome 1 (c1), le plus grand, comporte la majorité des gènes 
essentiels, et présente toutes les caractéristiques d’un chromosome principal. Le 
chromosome 2 (c2) présente des caractéristiques hybrides entre chromosome principal et 
plasmide, typiques d’un chromosome secondaire. Les dynamiques de ségrégation de ces 
deux chromosomes sont très différentes : l’origine de réplication du c1 est polaire et sa 
ségrégation a lieu assez tôt dans le cycle cellulaire, alors que oriC2 est centrale et ségrégée 
plus tardivement (figure 20) (Fogel & Waldor, 2005). La différence temporelle de 
ségrégation observée reflète la différence temporelle de réplication, celle de c2 étant 
initiée plus tard que celle de c1 (Rasmussen et al., 2007). Chacune de ces origines de 
réplication comporte un système parABS de type chromosomique. Celui de c1 est typique 
des chromosomes principaux et utilise la séquence parS tGTTTCACGTGAAACa dont trois 
copies sont présentes dans la région oriC1. Le système parABS de c2 utilise une séquence 
parS différente, qui n’est pas strictement palindromique puisqu’elle présente un nombre 
impair de bases : aTTTACAgTGTAAAt. Cette séquence est présente neuf fois sur c2, 
principalement à proximité de oriC2 (Yamaichi et al., 2007b). Chacun de ces systèmes est 
impliqué dans la localisation de l’origine de réplication correspondante (Saint-Dic et al., 
2006; Yamaichi et al., 2007a). Cependant la délétion de parAc1 n’a que peu d’effet sur la 
croissance, et il ne semble pas y avoir de perte de c1 (Saint-Dic et al., 2006). A l’inverse, la 
délétion de parABc2  est létale (Yamaichi et al., 2007a). Cette létalité semble être une 
conséquence de la perte fréquente de c2, qui induit un phénotype cellulaire fort 
(gonflement des cellules, fragmentation de l’ADN), probablement lié à l’activité d’un 
système toxine-antitoxine1 porté par c2. 
La ségrégation des régions terminus des chromosomes de V.cholerae a aussi été 
étudiée (Srivastava et al., 2006). La région terC1, initialement située au nouveau pôle, 
                                                          
1 Ce type de système d’aide à la stabilité est composé de deux gènes en opéron, codant pour une toxine 
et son antitoxine. Lors de la perte du réplicon (chromosome secondaire ou plasmide) portant un système de 
ce type, l’antitoxine, moins stable, est rapidement dégradée, libérant la toxine, plus stable, qui tue alors la 
cellule (pour revue Hayes, 2003). 
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opposé à oriC1, migre progressivement vers le centre de la cellule, où elle sera dupliquée, 
et les deux copies séparées tardivement dans le cycle cellulaire, lorsque la division est 
quasiment achevée. La région terC2 est proche du nouveau pôle en début de cycle 
cellulaire, puis migre progressivement vers le centre de la cellule où a lieu la ségrégation. 
Celle-ci peut avoir lieu bien avant la division cellulaire, ou assez tardivement. La différence 
temporelle entre la ségrégation de terC1 et terC2 est assez surprenante puisque la 
réplication de ces deux régions semble à peu près synchrone (Rasmussen et al., 2007), 
cependant il semble qu’il y ait un délai entre la fin de la réplication et la ségrégation des 
régions terminus (Rasmussen et al., 2007). On peut donc supposer que les étapes de 
décaténation et de résolution des dimères, nécessaires entre la fin de réplication et la 
ségrégation des régions ter, sont plus longues pour c1 que pour c2. Etant donné que c1 est 
presque trois fois plus grand que c2, il parait vraisemblable que les liens d’intercaténation 
et la formation de dimères soient plus fréquents pour le c1, conduisant à un allongement 



















































Figure 21 | Répartition des génomes multi-chromosomiques dans l’ordre des Burkholderiales.
L’arbre est basé sur NCBI taxonomic database. Toutes les espèces ne sont pas représentées.
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III. B.cenocepacia, modèle pour la ségrégation des génomes multi-
chromosomiques 
Afin d’étudier la ségrégation des génomes multi-chromosomiques, notre équipe s’est 
intéressée aux bactéries du complexe Burkholderia cepacia (Bcc), dont le génome 
comporte trois chromosomes (figure 21), et plus particulièrement à Burkholderia 
cenocepacia, première espèce séquencée du Bcc. 
A. Le complexe Burkholderia cepacia 
Le Bcc est un groupe de Burkholderia phylogénétiquement et phénotypiquement très 
proches, comportant actuellement dix-sept espèces : B.cepacia, B.multivorans, 
B.cenocepacia, B.vietnamiensis, B.stabilis, B.ambifaria, B.dolosa, B.anthina, B.pyrrocinia, 
B.ubonensis, B.latens, B.diffusa, B.arboris, B.seminalis, B.metallica, B.contaminans, B.lata (pour 
revue Mahenthiralingam et al., 2005; nouvelles espèces caractérisées depuis 2005: 
Vanlaere et al., 2008, 2009). Parmi celles-ci, la première identifiée est Burkholderia cepacia, 
découverte en tant qu’agent de la pourriture molle de l’oignon. La distinction entre les 
différentes espèces du Bcc est quasiment impossible par les tests phénotypiques et 
biochimiques classiques. Il a donc été nécessaire d’optimiser des outils de typage en 
biologie moléculaire tels que le séquençage d’un gène témoin (recA), les profils de 
restriction, ou les profils d’amplification PCR (technique de “Random Amplified 
Polymorphic DNA Analysis”). 
Les bactéries du Bcc sont des bactéries du sol capables d’infecter certaines plantes 
(telles l’oignon ou la luzerne), et d’entrer en symbiose racinaire avec d’autres (telles les 
graminées ou les pois). Dans ce dernier cas, la symbiose améliore la croissance de la plante. 
Elles produisent par ailleurs des composés antifongiques qui peuvent protéger les jeunes 
plantules des moisissures, application pour laquelle certaines souches ont été 
commercialisées à partir de 1996, avant un arrêt pour raisons sanitaires (voir plus bas). En 
plus de ces aspects positifs pour les cultures, ces bactéries sont aussi capables de dégrader 
un grand nombre de molécules complexes, dont certains composés chlorés, ce qui permet 
d’envisager des applications en bioremédiation des sols pollués. Malheureusement cette 
propriété contribue aussi à leur grande résistance à de nombreux antibiotiques. Un 
Figure 22 | Diagrammes circulaires du génome de la souche J2315 de B.cenocepacia.
Les diagrammes de c1 (A) et c2 (B) sont tracés à l’échelle, alors que ceux de c3 et pBC ne le sont pas.
Pour ces deux réplicons, des cercles noirs (C et D) sont tracés à l’échelle. Le code pour les diagrammes
des trois chromosomes, de l’extérieur à l’intérieur, est le suivant : le cercle extérieur porte l’échelle en
Mb; les gènes annotés sur le brin sens et antisens sont indiqués sur deux cercles concentriques; les gènes
des îlots de pathogénicité sont en vert, ceux des autres régions de divergence en rouge; les gènes
retrouvés sur les génomes de 8 autres Burkholderia sont en bleu foncé (comparaison avec chaque
espèce), ceux retrouvés chez Ralstonia solanacearum GMI1000 sont en fuchsia; le pourcentage en GC
est indiqué en noir, le biais GC en kaki (>1%) ou en violet (<1%). Le code pour le diagramme du plasmide
est le même, sans les comparaisons avec les autres espèces.
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exemple frappant en est la capacité à utiliser la pénicilline comme seule source de 
carbone. La multi-résistance aux antibiotiques et à certains désinfectants est aussi liée, 
entre autres, à de nombreux systèmes de pompes à efflux, à la structure de la paroi et à la 
formation de biofilms.  
 Cette multi-résistance fait de ces bactéries des pathogènes problématiques. En effet, 
ces bactéries s’avèrent aussi causer des infections opportunistes chez les patients atteints 
de mucoviscidose ou immunodéprimés. L’infection se fait par les voies aériennes et peut 
dégénérer en syndrome cepacia : une septicémie accompagnée d’une nécrose des 
poumons dont l’issue peut être fatale. La contamination peut avoir lieu à l’hôpital 
(infection nosocomiale), mais aussi fréquemment dans l’environnement extérieur, les 
souches environnementales pouvant être les mêmes que les souches cliniques. Pour cette 
raison, les applications agronomiques de certaines souches ont été arrêtées au plus tard en 
2004 (pour revue Chiarini et al., 2006). Les deux espèces les plus représentées dans les 
infections humaines sont B.cenocepacia et B.multivorans, ce qui a conduit au premier 
séquençage d’une souche clinique de Bcen en 2002, la souche J2315 (Holden et al., 2009). 
D’autres souches du Bcc ont depuis été séquencées. 
B. La souche J2315 de B.cenocepacia 
B.cenocepacia (Bcen) est une des espèces du Bcc les plus répandues, tant dans la 
rhizosphère que dans les infections humaines. La souche J2315, isolée en 1989, appartient 
à la lignée ET12 (Electrophoretic Type 12), impliquée dans une épidémie importante  dans 
les pays anglo-saxons dans les années 1990 chez les patients atteints de mucoviscidose. 
Le génome de J2315 comporte quatre réplicons circulaires : trois chromosomes (c1, 
c2, c3) et un plasmide (pBC). Les deux premiers chromosomes sont de tailles similaires 
(3,87 Mb et 3,22Mb) alors que le troisième chromosome est nettement plus petit (0,88Mb). 
Le plasmide, encore plus petit, mesure 93kb (figure 22) (Holden et al., 2009). La proportion 
de bases GC dans ces réplicons est élevée : 66% pour les chromosomes, 62% pour le 
plasmide. Comme chez toutes les bactéries multi-chromosomiques, la majeure partie des 
gènes essentiels se situent sur c1, et les chromosomes secondaires n’en comportent 
qu’une petite partie. Parmi les deux chromosomes secondaires, c2 comporte une plus 











Figure 23 | Systèmes parABS de J2315
A) Organisation des systèmes parABS sur le génome de J2315. gidA et gidB sont des gènes conservés de la 
région origine des chromosomes principaux. citr est un gène annoté comme transporteur putatif de citrate, 
présent en opéron avec gidAB-parAB. repA et trfA sont des gènes présentant des homologies avec les initia-
teurs de réplication plasmidiques éponymes. La flèche dans parAc3 indique un promoteur interne. Les 
astérisques au-dessus de deux parSc2 indiquent des variations (T12C) de ces sites par rapport au consensus.
B) Séquences des sites parS. La structure palindromique est schématisée par les flèches au-dessus des 
séquences. Les bases conservées entre les systèmes sont indiquées en rouge, les positions variables au sein 











0 2 4 6 8 kb
B.cenocepacia, modèle pour la ségrégation des génomes multi-chromosomiques   
| 31 
 
proportion de gènes aux fonctions accessoires ou inconnues, et la plus grande diversité 
par rapport aux génomes des autres souches du Bcc. 
Les régions origines comportent les systèmes de régulation de l’initiation de la 
réplication : dnaA pour c1, des homologues repA ou trfA de systèmes plasmidiques pour les 
réplicons secondaires. Des boîtes de fixation de la protéine DnaA sont présentes sur les 
quatre origines, les systèmes plasmidiques d’initiation recrutant la protéine DnaA du 
chromosome principal. Le biais GC des chromosomes (différence de proportion de 
Guanines par rapport aux Cytosines sur un seul brin d’ADN) indique clairement une 
réplication bidirectionnelle, alors que le biais GC de pBC est peu marqué. Des sites dif sont 
identifiables dans la région terminus de réplication de chacun des chromosomes, mais seul 
c1 porte un homologue de ftsK, suggérant une situation similaire à celle de V.cholerae chez 
qui une seule protéine FtsK (produite à partir d’un gène de c1), agit sur les deux 
chromosomes. 
C. Systèmes parABS de la souche J2315 
L’analyse bioinformatique de la séquence des réplicons de J2315 a révélé la présence 
d’un système parABS sur chacun d’eux (figure 23a) (Dubarry et al., 2006). Celui du c1 est 
typique d’un chromosome principal : les gènes parA et parB ont la taille attendue et les 
deux sites parS présents en amont de parAB suivent strictement le consensus 
tGTTTCAC/GTGAAACa. Les gènes gidA et gidB, ici en opéron avec parAB, sont une 
caractéristique conservée des origines des chromosomes principaux. Sur les réplicons 
secondaires se trouvent des systèmes parABS phylogénétiquement proches entre eux, de 
type chromosomique, bien que divergent du c1. Les gènes parA et parB sont 
respectivement plus courts et plus longs que ceux de c1, mais de taille similaire chez les 
trois réplicons secondaires. Les sites parS conservent la structure en palindrome de 16pb, 
mais leurs séquences varient partiellement par rapport à parSc1 (figure 23b). De plus, alors 
que les deux sites parSc1 sont distants l’un de l’autre de près d’un kilobase, les sites parS 
des réplicons secondaires, situés juste en amont de leurs opérons parAB, sont groupés en 
trois à cinq copies, distantes de moins de cinq cents paires de bases. 
La reconstitution de ces systèmes sur des plasmides chez E.coli a permis de démontrer 
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Figure 24 | activités des systèmes parABS
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A) Stabilisation d’un plasmide. Les cellules
portent un vecteur d’expression de parAB à
haut nombre de copies et un plasmide de
type mF (initialement instable) dans lequel a
été intégré un site parS. Au cours d’une
culture sans pression de sélection, la
















mF est mesurée. Les opérons parAB de c1, c2
et pBC stabilisent le mF portant le parS
correspondant. L’opéron parABc3 déstabilise
le mFSc3 dans ces conditions, mais le
stabilise si parAB est exprimé depuis un
vecteur à plus bas nombre de copies
(pointillés).














amont d’un promoteur qui contrôle le gène lacZ codant pour la β‐galactosidase. Un vecteur d’expression
à haut nombre de copies porte le parAB correspondant. L’activité β‐galactosidase de la souche est
mesurée et normalisée par rapport à une souche portant un vecteur d’expression vide. (S‐) indique que
l’opéron parAB comporte une mutation qui détruit le site parS interne.
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parS pour stabiliser totalement un plasmide, alors que les systèmes de c2 et pBC, peu 
efficace avec un seul site, le sont davantage avec les clusters de trois à cinq sites. Ceci 
suggère que les clusters sont nécessaires dans ces systèmes pour recruter efficacement 
ParB, probablement en stabilisant le complexe de partition étendu. Le système de c3 est 
particulier en ce qu’il cause une déstabilisation spécifique lorsque ParB est fortement 
exprimé, d’autant plus que parS est présent en cluster. Par ailleurs, il s’est avéré que chaque 
opéron parAB ne peut stabiliser un plasmide que s’il porte la séquence parS qui lui 
correspond. Ceci suggère une auto-spécificité et une indépendance de chaque système 
parABS de Bcen. 
La capacité des protéines ParB à éteindre l’expression d’un gène par étalement sur 
l’ADN varie d’un réplicon à l’autre (figure 24b). Lorsqu’un site parS est placé 584pb en 
amont d’un promoteur, ParB de c1 ou de pBC n’ont pas d’effet sur l’expression du gène 
rapporteur, alors que ParBc3 réduit fortement son expression, ainsi que ParBc2 dans une 
moindre mesure. La forte activité d’extinction du système de c3 explique la déstabilisation 
des plasmides dans les tests présentés ci-dessus : une expression importante de ParB 
risque d’éteindre les gènes de réplication du plasmide portant les sites parS, d’autant plus 
que ceux-ci y sont nombreux.  
D. Cycle cellulaire de J2315 
Après la caractérisation des systèmes parABS de J2315 en système hétérologue chez 
E.coli,  notre équipe a entamé des études dans la souche J2315 elle-même, afin d’étudier 
l’implication des systèmes parABS dans la ségrégation des réplicons de Bcen. Ces études 
ont été initiées par l’analyse des ratios ori/ter et de la localisation des origines des réplicons 
dans la souche sauvage J2315 (données de l’équipe non publiées; Dubarry, 2007). 
1. Ratios ori/ter et nombre de copies des réplicons 
A 37°C, dans les milieux complets ou semi-complets que nous utilisons, le temps de 
génération de J2315 se situe entre 70min et 90min selon le milieu. Dans ces conditions, les 
ratios ori/ter des différents réplicons en phase exponentielle de croissance sont environ de 
1,5 pour c1, 1,4 pour c2, 1,3 pour c3 et 1,0 pour pBC. Ces ratios indiquent que les cellules ne 
comportent pas plus de deux copies de la région origine pour une copie de la région ter, 






















































































Figure 25 | Localisation des origines de réplication de J2315 en contexte sauvage.
Pour chaque réplicon sont indiqueés les proportions de cellules dans lesquelles les foci observés se
situent à une position/distance donnée. Les positions et distances relatives sont les distances pôle‐focus
et distances interfocales, ramenées à la taille de la cellule. Pour c1, c2 et pBC l’origine est visualisée grâce
à une fusion de ParB du réplicon avec une protéine fluorescente. oriC3 est visualisée grâce à un système
rapporteur ParB‐parS du plasmide P1.
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chevauchants. Le ratio 1,0 pour pBC s’explique par sa petite taille : la réplication des 93kb 
de ce réplicon ne nécessite pas plus de quelques minutes ; la très large majorité des 
cellules d’une population ne comporte donc pas de molécule de pBC en cours de 
réplication. En phase stationnaire, les ratios ori/ter sont d’environ 1,0 pour c1, c2 et pBC, de 
manière cohérente avec un arrêt de la réplication. Le cas de c3 est plus étonnant : en milieu 
LB en phase stationnaire le ratio ori/ter de ce réplicon est d’environ 1,3, suggérant une 
réplication encore active ou un arrêt de la réplication avant le terminus pour une partie de 
la population. 
Les ratios ter/ter entre les différents réplicons permettent d’estimer le nombre de 
copies relatif de chaque réplicon. En phase exponentielle de croissance, c1 et c2 
présentent un nombre de copies similaires, c3 un nombre de copies un peu plus faibles, et 
pBC un peu plus élevé. En phase stationnaire, le nombre de copies du terminus de c1, c2 et 
pBC est équivalent, alors que celui de c3 est plus faible. Cette dernière observation, 
corrélée avec le ratio ori/ter de c3, va dans le sens d’un arrêt de la réplication de c3 avant le 
terminus dans une partie des cellules en phase stationnaire. 
2. Localisation des origines de réplication 
Deux méthodes sont utilisées pour suivre les origines de réplication dans une cellule 
vivante. La première consiste à produire, à partir d’un vecteur d’expression, une protéine 
de fusion entre ParB du réplicon ciblé et une protéine fluorescente (GFP Green Fluorescent 
Protein ou XFP Cherry Fluorescent Protein). La fusion ParB-nFP vient se fixer sur les sites 
parS correspondants au ParB et permet ainsi la visualisation de cette région en microscopie 
à fluorescence. La deuxième méthode consiste à utiliser un système rapporteur 
hétérologue, dans notre cas le couple parS – ParB du plasmide P1 d’E.coli. Le site parSP1 
rapporteur est alors inséré près de l’origine du réplicon ciblé et une fusion ParBP1-nFP est 
produite. La première méthode, ne nécessitant pas d’insertion dans les réplicons de Bcen a 
été la première utilisée par notre équipe pour suivre les origines de réplication de J2315. 
Les résultats pour c1, c2 et pBC (détaillés plus bas) ont ainsi été obtenus sans problème. En 
revanche cette méthode n’a pas pu être utilisée pour c3 : la production de ParBc3-nFP en 
présence de parBc3 natif (produit par c3 lui-même) conduit à la formation d’agrégats 
fluorescents dans la cellule. La deuxième méthode a donc été mise en place pour suivre la 




















































































Figure 26 | Co‐suivi des origines de réplication de J2315 en contexte sauvage.
Un même vecteur est utilisé pour exprimer deux fusions fluorescentes, permettant de suivre deux
origines dans une même cellule. Les graphes représentent la distribution des cellules à 1 ou 2 foci de
chacune des origines suivies en fonction de la taille des cellules. Les tableaux indiquent le nombre de
cellules dans chacune des catégories indiquées.
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Les origines des quatre réplicons de J2315 présentent des profils de localisation de 
type “central” : position centrale pour un focus unique, position ¼ ~ ¾ pour deux foci 
(figure 25). Chacun des réplicons présente cependant une variation qui lui est propre 
autour de ce profil, visible dans les cellules comportant deux foci. Ainsi les deux copies de 
oriC1 sont placées de manière plus polaire, de même qu’oriC2 dans une moindre mesure. 
A l’inverse, oriC3 est, elle, située plus à l’intérieur. Ces différences de localisation se 
retrouvent dans les distances interfocales : celles-ci sont plus longues pour oriC1 que pour 
oriC2, et nettement plus courtes pour oriC3. L’origine de réplication de pBC est moins 
précisément localisée, mais sa distance interfocale reste assez courte. L’origine de chacun 
des réplicons a donc une position qui lui est propre, indiquant l’indépendance des 
systèmes qui assurent cette localisation. 
La séparation des foci semble avoir lieu à des tailles cellulaires différentes selon les 
réplicons, suggérant que les ségrégations des différentes régions origine ont lieu à 
différents moments du cycle cellulaire. Afin d’affiner cette hypothèse, les localisations des 
origines ont été suivies deux à deux, en exprimant dans les mêmes cellules deux ParB 
différents, fusionnés à la GFP pour l’un, à la XFP pour l’autre. Ceci a permis un aperçu de la 
séquence des évènements de ségrégation (figure 26 et 27). Le marquage simultané de 
oriC1 et oriC2 indique que la ségrégation de ces deux loci sont très proches dans le temps, 
avec une préférence pour la ségrégation de oriC1 avant oriC2. Par ailleurs, ces deux 
premières ségrégations ont lieu très tôt dans le cycle cellulaire, chez des cellules dont la 
taille est encore inférieure à 2μm. La ségrégation de oriC3, comme cela se voit lors du 
marquage simultané avec oriC2, est nettement plus tardive que celle des deux premiers 
chromosomes. Les premières cellules comportant deux foci de oriC3 mesurent déjà plus 
de 2,25μm, contre 1,75μm pour les premières cellules à deux foci de oriC1 et oriC2.  
Pour chacun des trois chromosomes, il y a coïncidence entre l’apparition des cellules à 
deux foci et la disparition des cellules à un focus, suggérant une synchronisation de la 
ségrégation de chaque chromosome avec le cycle cellulaire. Il est intéressant de noter que 
le décalage temporel de la ségrégation des chromosomes coïncide avec leurs différences 
de tailles. Le plus grand chromosome, c1, est le premier dont l’origine est ségrégée, suivi 
de peu par c2, un peu plus petit, alors que oric3, portée par un réplicon nettement plus 





Figure 27 | Schéma de la ségrégation des origines de réplication de J2315.
La flèche noire verticale représente le temps de croissance cellulaire. Les lignes colorées à droite couvrent la 
période pendant laquelle peut avoir lieu la ségrégation indiquée. Les zones colorées représentent les 
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le décalage de ségrégation entre oriC1 et oriC2 s’explique assez bien par le décalage des 
initiations de réplication des deux chromosomes (voir plus haut). Si, à l’instar de ce qui a 
lieu chez cette bactérie, la terminaison de réplication des trois chromosomes de Bcen est à 
peu près synchrone, alors le décalage d’initiation de la réplication suivrait un profil 
temporel similaire à celui de la ségrégation des oriC et pourrait suffire à expliquer ce 
dernier : les trois oriC seraient simplement ségrégées au fur et à mesure de leurs 
réplications, après un éventuel temps de cohésion similaire pour toutes. 
A l’inverse de la ségrégation des oriC, la ségrégation de oripBC semble s’étaler sur un 
temps beaucoup plus long : les premières cellules à deux foci apparaissent très tôt, mais les 
cellules à un focus restent nombreuses jusqu’à ce qu’elles atteignent 2,5μm. On retrouve 
ici une différence déjà évoquée entre les chromosomes (principaux ou secondaires) et les 
plasmides : alors que la ségrégation des premiers est synchronisée avec le cycle cellulaire, 
ce n’est pas le cas des seconds.  
E. Problématique de thèse 
Mon projet de thèse s’inscrit dans la continuité des études des systèmes parABS chez 
Bcen. J’ai développé l’analyse de deux aspects complémentaires de ces systèmes. Tout 
d’abord, je me suis intéressée à leur rôle chez Bcen, et plus particulièrement à leur 
implication dans la ségrégation des réplicons. Pour cela, j’ai utilisé des perturbations des 
systèmes parABS : délétions de parAB ou excès de sites parS. J’ai étudié l’effet de telles 
constructions sur la croissance et la morphologie cellulaire, ainsi que sur la localisation des 
origines de réplication de chacun des quatre réplicons. 
La deuxième partie de mes travaux est plus moléculaire. J’ai analysé l’interaction ParB-
parS, première étape du processus de ségrégation, à la recherche des déterminants de la 
forte auto-spécificité de cette interaction. Cette auto-spécificité, surprenante pour des 
systèmes si semblables, parait particulièrement importante au vu de l’effet dramatique que 
peuvent avoir les perturbations des systèmes parABS, et semble donc essentielle à la 
compatibilité des quatre réplicons de J2315. Cette analyse a été menée in vivo et  in vitro et 
complétée par une étude bioinformatique qui nous a conduits à élargir notre travail à 
d’autres systèmes parABS proches. 
 
   




I. Rôle des systèmes parABS de B.cenocepacia 
Afin d’étudier le rôle des systèmes parABS dans la souche J2315 de B.cenocepacia 
(Bcen), j’ai cherché à observer l’impact de perturbations de ces systèmes à l’échelle globale 
tout d’abord, puis au niveau de la ségrégation en particulier. Pour cela j’ai utilisé deux 
approches génétiques complémentaires : d’une part, l’apport d’un excès de sites parS, et 
d’autre part, la délétion des gènes parA et parB. 
A. Outils génétiques 
Bcen est une espèce dont la manipulation génétique s’avère difficile, tout 
particulièrement pour la souche J2315. Notre équipe a donc mis en place les techniques et 
outils nécessaires pour faciliter autant que possible la manipulation de cette souche 
(Dubarry et al., 2010). Ainsi, afin de limiter les concentrations d’antibiotiques utilisées, nous 
utilisons la souche Mex, dérivée de J2315 portant une délétion d’un système de pompe à 
efflux. 
1. Apport d’un excès de sites parS 
La première approche que j’ai utilisée pour perturber le fonctionnement des systèmes 
parABS est l’apport d’un excès de sites parS, apportés par un vecteur en multicopies. Pour 
cela j’ai cloné les sites parS, isolés ou en clusters, dans le vecteur réplicatif pMMB206, 
présent en 10 à 15 copies par cellule (Morales et al., 1991). J’ai ainsi obtenu les vecteurs 
pMMBSc1, pMMBSc2, pMMBSc3 et pMMBSpl portant les sites parS isolés, et les vecteurs 
pMMBSc2+, pMMBSc3+ et pMMBSpl+ portant les clusters de sites parS des réplicons 
secondaires. Il est à noter que pMMB206 comporte un gène lacI, remplacé par les sites parS 
dans les pMMBSs, dont l’expression s’est avérée délétère pour Mex. J’utilise donc en 
référentiel un dérivé de pMMB206 délété de ce gène, nommé pMMBΔ. Ces constructions 
sont ensuite introduites dans la souche Mex par électroporation.  
Cette approche, dans laquelle la perturbation du système parABS est obtenue via 
l’introduction d’un vecteur réplicatif portant un excès de parS, comporte des avantages 















































Figure 28 | Quantification relative des ParB par Western Blot
Les Western Blots sont réalisés avec des sérums polyclonaux anti‐ParB, spécifiques de chaque ParB. Pour
chaque piste, l’intensité de la bande correspondant au ParB () est normalisée par rapport à l’intensité
d’une bande non spécifique témoin ( différente pour chaque sérum) ; ce ratio est ensuite normalisé‐ ,
par rapport à la souche Mex, donnant ainsi l’intensité relative.
Un même code couleur sera conservé autant que possible dans toutes les figures : témoin gris, c1 violet,
c2 bleu, c3 rouge, pBC vert. Ici le remplissage des histogrammes correspond au ParB révélé par Western
Blot, le contour des histogrammes correspond au système parABS affecté dans chaque souche testée.
La souche ΔAc1[sup] contient un suppresseur partiel (non caractérisé) du phénotype de croissance.
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vecteur réplicatif dans une cellule est obtenue beaucoup plus aisément qu’une intégration 
dans le génome par recombinaison homologue. Il est donc possible de réitérer autant que 
nécessaire l’introduction du vecteur réplicatif, alors que ce n’est pas possible pour les 
délétions ou intégrations au génome, difficiles à obtenir. 
L’excès de sites parS apporté par les pMMBSs est potentiellement capable de titrer la 
protéine ParB correspondante, et ainsi de perturber le fonctionnement normal du système 
parABS ciblé. De plus, les Western Blots des différents ParB indiquent que les excès de parS 
conduisent à l’augmentation de la production de la protéine ParB partenaire (figure 28). 
Ceci confirme le rôle de ParB dans l’auto-régulation des opérons parAB, sa titration 
induisant la levée de répression de l’opéron, et donc une augmentation de la quantité 
totale de protéines ParB (et probablement ParA) dans la cellule. L’impact sur la cellule est 
donc différent d’une délétion, puisqu’au lieu d’une disparition pure et simple des 
partenaires protéiques du système, il y a ici une titration de ParB accompagnée d’une 
augmentation de la concentration des deux partenaires protéiques, brisant l’équilibre 
nécessaire au bon fonctionnement du système. 
2. Délétions des opérons parAB 
En parallèle de l’étude des excès de parS, j’ai repris l’analyse des mutants de délétion 
des opérons par, initiée avant mon arrivée sur ce projet. Pour cela j’ai utilisé les 
constructions déjà présentes dans les collections de l’équipe, ou en cours de construction 
lors de mon arrivée, et qui attendaient d’être analysées. Ces mutants sont obtenus par 
intégration-excision d’un vecteur suicide, ou par double recombinaison avec ce même 
vecteur suicide. 
Pour le système parABSc1, nous disposons d’un mutant de délétion de parA (ΔAc1) 
obtenu par double recombinaison, dans lequel une cassette de résistance au 
chloramphénicol (Cm) remplace le gène parAc1 (Dubarry et al., 2010). Les analyses par 
Western Blot indiquent un effet polaire qui annihile quasiment la présence de ParB dans la 
souche (figure 28). Pour le système parABSc2, le mutant ΔABc2 a a été obtenu par 
intégration-excision et n’est marqué par aucune résistance (Dubarry, 2007). Les mutants 
ΔABc3 et ΔABpl, obtenus par intégration-excision, comportent une cassette CmR en lieu et 
place de l’opéron parAB ciblé. 


























Figure 29 | Phénotypes de croissance sur milieu solide.
A Q t d b ît d’ét l t LB d t f ti d M l diffé t MMBS i di é. uar s e o es a emen s sur e rans orma on e ex par es ren s p s n qu s.
Les quantités d’ADN ne sont pas identiques pour chaque transformation.
B.Temps d’incubation à 37°C nécessaire à l’apparition des colonies après transformation de Mex par les
différents pMMBSs.
C.Temps d’incubation à 37°C nécessaire à l’apparition des colonies des différents mutants Δpar.
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ΔABc2, le premier mutant obtenu, est construit directement dans la souche J2315 non 
modifiée ; les autres mutants sont obtenus dans la souche Mex. Les mutants ΔABc3 et 
ΔABpl ayant été obtenus alors que l’analyse des autres souches était déjà bien avancée, 
certains paramètres n’ont pas été étudiés pour ces deux mutants. 
B. Effet des perturbations des parABS sur la croissance 
1. Vitesse de croissance 
Dès l’obtention des transformants de Mex portant les pMMBSs, j’ai constaté un délai 
dans l’apparition des colonies par rapport au témoin pMMBΔ. Alors que les colonies 
portant le vecteur témoin apparaissent en 1,3 jour environ, celles portant un site parS isolé 
apparaissent nettement plus tard, dans l’ordre suivant : parSc2, parSpl, parSc3 puis parSc1 
(figure 29). Cet effet est amplifié avec l’utilisation des clusters de parS des réplicons 
secondaires. En outre, sur les colonies de transformants portant pMMBSpl+, très lentes à 
apparaître, se forment rapidement des excroissances qui finissent par englober totalement 
la colonie initiale. Ces excroissances comportent des suppresseurs rétablissant une 
croissance normale, et il est ainsi impossible de mettre en culture une souche portant 
pMMBSpl+ sans suppresseurs. 
Ces résultats impliquent deux conclusions. Tout d’abord, les quatre systèmes parABS 
sont importants pour la croissance de J2315. Ensuite, leur importance et/ou la capacité des 
parS excédentaires à titrer les ParB varient de l’un à l’autre. Il est intéressant de noter que le 
site parS isolé le plus toxique est celui de c1. Cela pourrait être dû à une plus grande 
importance de parABSc1, ou au fait que ParBc1 se fixe plus efficacement que les autres 
ParB sur un site parS isolé, situation existante sur le c1 de J2315. A l’inverse les sites parS 
sont présents en clusters sur les  réplicons secondaires de J2315. Cette configuration 
pourrait être requise pour une fixation efficace des ParB de ces réplicons, ce qui 
expliquerait le peu d’impact des sites parS isolés pour ces systèmes, en particulier pour 
parSc2 et parSpl. 
Chez les mutants Δpar, on retrouve le même phénomène de ralentissement 
d’apparition des colonies, avec quelques variantes (figure 29). Les différences de temps 
d’apparition sont moins marquées, à l’exception de ΔABc3 qui ne se développe pas du 
























Figure 30 | Phénotypes de croissance en milieu liquide.
Les données sont obtenues par suivi de la DO600 pendant la phase exponentielle de croissance. Les
valeurs aberrantes s’écartant fortement des groupes de données sont exclues de l’analyse.
A.Temps de génération des souches porteuses des différents pMMBSs. *La souche contient un
suppresseur rétablissant une croissance normale.
B.Temps de génération des différents mutants Δpar. Afin de réduire au maximum les écarts‐types, les
données regroupent toutes les mesures réalisées dans l’équipe.
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tout sur milieu LB. Afin de comparer la croissance de ce mutant avec les autres mutants de 
délétion, j’ai donc mesuré les temps d’apparition des colonies sur milieu SOB, sur lequel 
Bcen croît plus rapidement et ΔABc3 se développe2. Le mutant ΔABpl semble croître à la 
même vitesse que la souche sauvage, ce qui paraît contradictoire avec les résultats 
obtenus avec le pMMBSpl+. Cependant, l’apparition rapide de suppresseurs dans ce 
dernier cas laisse supposer que le mutant ΔABpl pourrait contenir un tel suppresseur, 
apparu précocement lors de la construction. Cette construction étant un processus long et 
fastidieux, il n’a pas été tenté de reconstruire ce mutant pour s’en assurer, l’approche par 
excès de parS permettant d’aborder autrement l’étude de parABSpl. 
Suite à l’observation des ralentissements de croissance sur milieu solide, j’ai étudié 
l’effet des perturbations des parABS sur la croissance en milieu liquide, afin notamment de 
déterminer les temps de génération de chacune des souches. Les résultats sont très 
similaires à ceux obtenus sur milieu solide, a l’exception de la souche portant pMMBSpl+, 
contenant un suppresseur phénotypique (figure 30). Cependant les croissances de Bcen 
sont assez peu reproductibles en milieu liquide, ce qui peut s’expliquer par deux aspects 
indépendants. Tout d’abord, il semble que certains facteurs non maîtrisés influent sur la 
croissance puisque même avec la souche sauvage nous observons une variabilité 
inexpliquée de la vitesse de croissance en dépit d’une standardisation des protocoles de 
mise en culture. L’état physiologique précis de l’inoculum, entre autres, semble jouer un 
rôle important. Par ailleurs, j’ai pu constater l’apparition de suppresseurs du phénotype de 
croissance lors des cultures, même avec d’autres souches que pMMBSpl+. La proportion de 
tels suppresseurs peut varier aléatoirement d’une culture à l’autre et modifie en 
conséquence la vitesse moyenne observée sur la culture. Les plus grandes variations sont 
obtenues pour les souches les plus lentes, qui semblent cumuler les deux effets : une forte 
sensibilité à des variations de paramètres inconnus, et une forte différence entre les 
vitesses de croissance en absence ou en présence de suppresseurs.  
Dans l’ensemble, ces résultats indiquent une grande importance de chacun des quatre 
systèmes parABS de la souche J2315 pour sa croissance, avec une importance variable 
                                                          
2 Cette différence de développement de ΔABc3 entre SOB et LB proviendrait de la plus grande 























































Figure 31 | Survie au passage sur milieu solide.
Le nombre de colonies formées à DO600=1 pour chaque souche est rapporté au nombre de colonies
formées dans les mêmes conditions par la souche témoin (Mex pour les souches Δpar, pMMBΔ pour les
souches portant les pMMBSs). *La souche contient un suppresseur rétablissant une croissance normale.
A. Résultats obtenus par étalement aux billes de 100µl de suspension diluée.
B. Résultats obtenus par dépôts de gouttes de 10µl de suspension diluée.
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selon le système. Cette situation contraste avec celle de V.cholerae chez qui la délétion de 
parAc1 n’a pas ou peu d’impact sur la croissance (voir Introduction et Saint-Dic et al., 2006). 
2. Survie au passage sur milieu solide 
Lors de l’obtention des souches portant les pMMBSs, j’ai non seulement observé que 
les croissances sont ralenties, mais aussi que le nombre de colonies obtenues est affecté, 
quel que soit le temps d’incubation. Pour des quantités similaires d’ADN et de cellules 
receveuses lors de l’électroporation, j’obtiens quelques milliers de clones transformants 
avec le vecteur témoin pMMBΔ, contre quelques centaines avec pMMBSc1, et seulement 
quelques rares clones avec pMMBSc3+ ou pMMBSpl+. Le nombre de colonies obtenues 
avec les autres pMMBSs semble aussi corrélé avec la vitesse de croissance des colonies. 
Afin de vérifier une possible létalité lors du passage sur milieu solide, j’ai dénombré le 
nombre de colonies formées lors de l’étalement sur milieu LB solide à partir de cultures 
liquides. Les dénombrements sont faits à partir de cultures ayant atteint une densité 
optique à 600nm (DO600) d’environ 1, condition dans laquelle les données sont le plus 
reproductibles avec la souche sauvage. Les résultats obtenus (figure 31A) mettent 
clairement en évidence une forte réduction du nombre de colonies formées, d’autant plus 
importante que la croissance est lente. Des exceptions à cette corrélation sont toutefois 
présentes, ΔABc2 et pMMBSc3 induisant un déficit de colonies moins important que ce 
que la vitesse de croissance laisserait supposer, alors que la souche portant pMMBSpl+, 
dont la croissance est restaurée par un suppresseur, forme moins de colonies qu’attendu. 
Pour la souche ΔABc2, l’absence  de corrélation entre le nombre de colonies et la 
vitesse de croissance peut être liée à la taille inhabituelle des cellules de cette souche. En 
effet, nous verrons plus loin que les cellules de cette souche sont plus petites que celles 
des autres souches, ce qui peut modifier la DO600 pour une même concentration cellulaire. 
L’impact important de pMMBSpl+ sur le nombre de colonies, en dépit de la présence d’un 
suppresseur du ralentissement de croissance, indique que ce suppresseur ne rétablit pas 
totalement un phénotype sauvage. 
Le déficit de colonies peut s’expliquer de deux manières. D’une part, une partie des 
cellules de la culture, bien que participant à la DO600, peuvent ne plus être viables et ne 
formeront donc pas de colonies. D’autre part, les cellules peuvent être plus ou moins 
sensibles au passage du milieu liquide au milieu solide, et une partie plus ou moins 
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importante de la population serait donc susceptible de mourir lors de l’étalement. Ces 
deux hypothèses ne sont pas exclusives l’une de l’autre, la combinaison des deux 
phénomènes exacerbant simplement le déficit de colonies. Au bénéfice de la deuxième 
hypothèse, j’ai pu noter que la méthode de passage sur milieu solide influence 
l’importance de l’écart avec la souche sauvage. Les résultats présentés sur la figure 31A 
sont obtenus par étalement aux billes de 100μl de suspension cellulaire. Lorsque les 
cellules ne sont pas étalées mais simplement déposées en gouttes de 10μl de suspension, 
le déficit de colonies est réduit (figure 31B). Il semble donc que l’étalement aux billes 
provoque un stress physique auquel les souches affectées sont plus sensible que la souche 
sauvage, traduisant une fragilité de ces souches.  
Les résultats de ces tests de survie au passage sur milieu solide confirment 
l’importance des systèmes parABS de J2315, non seulement pour sa croissance, mais aussi 
la viabilité des cellules et leur résistance au stress. Ceci suggère que les perturbations des 
systèmes parABS ont un impact global sur la physiologie de Bcen. 
3. Suppresseurs du ralentissement de croissance 
Comme indiqué plus haut, des suppresseurs des anomalies de croissance apparaissent 
de manière aléatoire lors des cultures. Ces suppresseurs sont plus ou moins fréquents 
selon les souches. Avec pMMBSpl+, ils sont systématiques et je n’ai pas pu obtenir de 
culture sans suppresseur. En dehors de ce cas extrême, les suppresseurs sont très fréquents 
avec pMMBSc3+ et ΔABc3, nettement moins avec pMMBSpl et pMMBSc3, rares avec ΔAc1 
et pMMBSc1, et quasiment absents avec les perturbations de parABSc2. Dans tous les cas, 
les suppresseurs améliorent la résistance des souches à la congélation, conduisant à 
l’enrichissement des stocks en suppresseurs. Ainsi la souche portant pMMBSpl contient 
30% de suppresseurs après 6 mois de stockage à -80°C. Ce phénomène m’a conduit à 
renouveler régulièrement les souches portant les pMMBSs, afin d’y limiter au maximum la 
proportion de suppresseurs. Par ailleurs, les suppresseurs de ΔAc1 et ΔABc3 ont en 
commun un aspect brillant des colonies, opposé à l’aspect mat des colonies sauvages, 
suggérant des modifications de la paroi ou des exopolysaccharides. 
Deux paramètres semblent influer sur la fréquence d’apparition des suppresseurs 
selon les souches : le système parABS ciblé et l’importance de la perturbation. Plus la 









































































Figure 32 | Viabilité cellulaire.
A.Proportion pour chaque souche de cellules Fantômes (peu contrastées en microscopie à contraste de
phase), Dead (colorées par iodure de propidium) et Live (colorées par SYTO® 9 ). Les écarts types sont
ceux de la catégorie Live. *La souche contient un suppresseur rétablissant une croissance normale.
B. Différences d’efficacité de coloration entre une souche témoin et une souche dont la croissance est
ralentie. Les images sont la superposition du contraste de phase (en bleu), de la fluorescence Live (en
vert) et de la fluorescence Dead (en rouge). Noter la forte hétérogénéité de coloration de la souche
portant pMMBSc1.
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plus ils prennent rapidement le dessus dans la population. Les perturbations du système 
parABSpl sont les plus sujettes aux suppresseurs, suivies de celles de parABSc3. A l’inverse, 
les suppresseurs apparaissent rarement pour les perturbations de parABSc1, et quasiment 
jamais pour celles de parABSc2. 
Dans le cas de pMMBSpl+ et pMMBSc3+, leur transfert d’une souche avec suppresseur 
vers une souche sauvage m’a permis de démontrer que les suppresseurs sont liés au 
génome de J2315 et non aux pMMBS+ (mutations des parS excédentaires, réduction du 
nombre de copies du vecteur). L’analyse  plus complète de ces suppresseurs pourrait nous 
apporter de précieuses informations sur le rôle des systèmes parABS de Bcen, en dévoilant 
certains de leurs partenaires. Ce point sera développé dans la discussion. 
C. Effets des systèmes parABS au niveau cellulaire 
1. Viabilité cellulaire 
L’impact fort sur la croissance et la viabilité est susceptible d’être visible au niveau 
cellulaire. Afin de tester la présence de cellules non viables dans les cultures, j’ai utilisé une 
technique de coloration différentielle des cellules viables et non viables. Cette technique, 
dite LiveDead, permet de colorer en rouge les cellules dont la membrane est perméable 
(considérées comme non viables, “Dead”) et en vert les cellules dont la membrane n’est 
pas perméable (considérées comme viables, “Live”). J’ai ainsi constaté que la proportion de 
cellules “Live” est réduite pour les souches affectées pour leur croissance, à l’exception de 
ΔABc2, bien que les résultats ne soient pas strictement corrélés avec les dénombrements 
de colonies (figure 32). La proportion de cellules “Live” ne suffit pas pour expliquer le 
déficit du nombre de colonies formées, et une part plus ou moins importante de ce déficit 
semble plutôt provenir d’une létalité lors du passage sur milieu solide. Même en tenant 
compte de ce paramètre, les souches portant pMMBSc2+, pMMBSc3+ ou pMMBSpl+ 
présentent une proportion de cellules “Live” plus  importante qu’attendu au vu du nombre 
de colonies formées par ces souches. En particulier en ce qui concerne la souche portant 
pMMBSpl+ (avec suppresseurs) : la coloration LiveDead ne révèle pas de différence 
significative entre cette souche et la souche témoin, indiquant que le déficit de colonies de 
cette souche ne semble pas dû à un défaut de viabilité cellulaire avant le passage sur 

































































































Figure 33 | cellules anucléées
0%
1%
1 1,5 2 2,5 3 3,5
.
A.Proportion de cellules anucléées dans les différentes souches en croissance exponentielle en milieu
SOB.
B.Corrélation entre la proportion de cellules anucléées et la vitesse de croissance. ΔABc3 est exclue du
fait de son incapacité à se développer sur LB. En gris les points correspondants aux témoins; en violet,
aux perturbations de parABSc1; en bleu, celles de parABSc2; en rouge, celles de parABSc3; en vert, celles
de parABSpl.
C.Agrandissement de la région encadrée du graphe B.
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Un autre aspect intéressant apparu lors des colorations LiveDead est l’intensité de 
coloration des cellules : alors que ce paramètre est assez homogène pour les souches 
sauvages ou témoin, j’observe une forte hétérogénéité pour les souches dont la croissance 
est affectée (figure 32). Ceci suggère une hétérogénéité intercellulaire des perméabilités 
membranaires dans ces souches. J’observe aussi dans ces mêmes souches une forte 
proportion de cellules “fantômes”, apparaissant gris pâle en contraste de phase au lieu de 
gris sombre, qui sont probablement en cours de lyse. 
Les systèmes parABS sont donc importants pour la viabilité cellulaire, confirmant les 
résultats précédents. Cependant, les proportions de cellules viables n’étant pas strictement 
corrélées aux vitesses de croissance, il semble que d’autres paramètres, d’importance 
variable selon les souches, entrent aussi en jeu dans le ralentissement de la croissance. 
2. Morphologie de la cellule et du nucléoïde 
La perturbation de la ségrégation des réplicons est susceptible d’avoir un impact sur la 
morphologie du nucléoïde. J’ai donc réalisé des colorations au DAPI afin d’observer les 
cellules et nucléoïdes des différentes souches en phase exponentielle de croissance en 
milieu riche, conditions dans lesquelles l’impact sur la croissance est nettement visible. Le 
milieu SOB a été préféré au milieu LB car les données préliminaires indiquaient que les 
anomalies morphologiques sont plus nombreuses en milieu SOB qu’en milieu LB pour 
ΔAc1. Chez les bactéries mono-chromosomiques, la perturbation des systèmes de 
ségrégation conduit à l’apparition de cellules anucléées, conséquence d’événements de 
ségrégation asymétriques. Chez Bcen J2315, avec quatre réplicons, il ne m’était pas 
possible de prévoir le phénotype attendu pour la perturbation de la ségrégation d’un seul 
réplicon. Il s’est finalement avéré que des cellules anucléées apparaissent dans toutes les 
souches dont un des systèmes parABS est perturbé (figure 33A). La proportion des cellules 
anucléées varie selon les souches, et semble en grande partie corrélée au ralentissement 
de croissance (figure 33B et 33C). Certaines des cellules anucléées comportent un focus de 
coloration au DAPI, suggérant qu’une petite partie du nucléoïde y reste encore présente. 
Néanmoins, ces cellules anucléées suggèrent, d’une part, que les systèmes parABS de Bcen 
sont effectivement impliqués dans la ségrégation, d’autre part, que la perturbation de la 
ségrégation d’un seul réplicon peut avoir des conséquences sur la totalité du nucléoïde.  
Figure 34 | Catégories morphologiques observées dans les analyses de coloration au DAPI
Pour chaque catégorie sont présentés des schémas et des exemples. Les images sont la superposition du 
contraste de phase (en vert) et de la fluorescence DAPI (en rouge). Toutes les photos sont à la même échelle.




anucléées nucléoïde fragmenté nucléoïde + focus
Rôle des systèmes parABS de B.cenocepacia   
| 44 
 
L’apparition de cellules anucléées n’est pas la seule anomalie de morphologie 
observable. En effet, des phénotypes cellulaires particuliers, variables selon les souches, 
sont également présents. 
a) Phénotypes cellulaires des perturbations de parABSc1 
Les souches affectées pour parABSc1 comportent divers phénotypes cellulaires 
(tableau 3 et figure 34). Tout d’abord, une catégorie cellulaire caractéristique de ces 
souches, que je nommerai donc des cellules “typiques K1” : elles consistent en une petite 
chaîne de trois cellules dont les deux premières sont courtes et arrondies tandis que la 
dernière est au contraire très allongée. Dans cette dernière cellule, le nucléoïde est 
généralement diffus, et la cellule est fréquemment peu contrastée en contraste de phase. 
Dans les deux premières cellules, le nucléoïde est condensé, mais présente dans la moitié 
des cas un défaut de ségrégation, la première cellule ne comportant pas ou très peu de 
coloration au DAPI, tandis que celle-ci est très intense dans la deuxième cellule. Dans les 
cas où les deux premières cellules comportent un nucléoïde, ceux-ci sont fréquemment 
décalés en direction de la grande cellule au lieu d’être centrés dans les petites cellules. 
L’observation au fil du temps (“time-lapse”) montre qu’elles sont systématiquement 
vouées à la lyse. Ces cellules “typiques K1” pourrait provenir d’une ségrégation inégale qui 
conduirait à une différenciation cellulaire. L’absence de certains gènes dans une des deux 
cellules filles et le doublement de ces mêmes gènes dans l’autre cellule amènerait au 
développement de deux formes cellulaires différentes : la cellule allongée d’une part, et 
une cellule entamant un cycle de division cellulaire d’autre part. La tendance observée du 
nucléoïde à rester très proche du septum de division suggère que la ségrégation inégale 
de départ a pour conséquence un piégeage du nucléoïde dans le septum de division, 
entraînant une asymétrie cellulaire dans la cellule initiant un cycle de division. 
J’observe aussi d’autres phénotypes, non strictement exclusifs des perturbations de 
parABSc1. Certaines cellules semblent gonflées, et leur nucléoïde est diffus. D’autres 
forment des chaînettes de plus de trois cellules, situation inédite dans les souches témoins. 
Enfin certaines cellules dont la morphologie est normale présentent des défauts de 
ségrégation du nucléoïde : alors que le septum de division est en cours de fermeture, le 
nucléoïde est intégralement ou quasiment intégralement dans une seule des futures 


















































































Mex  361     0,0%  0,3% 3,9%  0,0% 0,0% 0,0%  0,0%
pMMBΔ  1401  0,1%  0,1%  0,0% 10,6%  0,0% 0,0% 0,0%  0,0%
ΔAK1  633  2,2%  3,3%  5,4% 8,9%  3,0% 1,6% 0,5%  0,8%
































































Mex  361     0,0%  0,3% 3,9%  1,1%  
pMMBΔ  1401  0,1%  0,1%  0,0% 10,6%  4,1%  
ΔABK2  474  0,2%  13,1%  1,9% 14,6%  3,4% 34,4%
Sc2  919  0,5%  2,4%  1,2% 23,0%  19,8%  






























































Mex  361     0,0%  0,3% 3,9%  0,0% 0,0%
pMMBΔ  1401  0,1%  0,1%  0,0% 10,6%  0,0% 0,0%
ΔABK3  2424  0,2%  10,2%  1,3% 11,3%  0,2% 0,2%
Sc3  922  0,5%  1,7%  0,3% 24,6%  0,0% 0,1%















































Mex  361     0,0%  0,3% 3,9%
pMMBΔ  1401  0,1%  0,1%  0,0% 10,6%
ΔABpl  665  0,0%  0,6%  0,6% 1,5%
Spl  843  0,4%  1,0%  0,4% 12,7%
Spl+  1160  0,2%  1,7%  0,0% 24,0%
 
Tableaux 3‐6 | anomalies de morphologies des souches dont les systèmes parABS sont affectés.  
Seules  les catégories pertinentes  sont présentées pour chaque  système. La deuxième colonne  indique  le 
nombre de  cellules  sur  lequel  l’analyse  est  faite. Voir  le  texte  et  la  figure 34 pour une description plus 
précise des différentes morphologies. 
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moins une partie des cellules anucléées observées puisque la division donnera naissance à 
une cellule dépourvue de nucléoïde, et une cellule au contenu double en ADN. Les 
anomalies de ségrégation et les cellules “typiques K1” sont plus nombreuses chez ΔAc1 
qu’avec l’excès de pMMBSc1 d’un facteur 1,8, tandis que les cellules gonflées et en 
chaînettes, rares chez ΔAc1, sont absentes avec l’excès de pMMBSc1. Ceci suggère que la 
délétion de parAc1 est plus sévère que l’excès de parSc1. 
En dehors de ces phénotypes particuliers, les cellules ont une taille et une 
morphologie similaires aux souches témoins (voir Annexe 1). 
b) Phénotypes cellulaires des perturbations de parABSc2 
Pour les souches dans lesquelles parABSc2 est ciblé, les phénotypes cellulaires sont 
différents selon qu’il s’agit de la délétion de parAB ou des excès de parS (tableau 4 et figure 
34). ΔABc2 présente une catégorie de cellules qui lui est propre : de très petites cellules, 
environ 1,6 fois plus petites que celles des souches témoins, qui constituent le tiers de la 
population environ (tableau 4, et annexe 1). Une grande partie de ces cellules ne 
comportent pas ou très peu de coloration au DAPI et comptent donc pour la majeure 
partie des cellules anucléées de cette souche, expliquant la forte proportion de cellules 
anucléées observées. Ces petites cellules semblent être issues de la division précoce des 
cellules, dont certaines comportent un septum de division alors qu’elles n’ont pas atteint la 
taille habituelle. La délétion de parABc2 semble donc induire une sur-division cellulaire, 
suggérant que ce système est impliqué dans la régulation de la division. 
Les souches portant un excès de parSc2, isolé ou en cluster, produisent des cellules de 
taille normale, mais dont les nucléoïdes présentent des altérations en proportion 
nettement plus importante que ce qui est observé pour les souches témoins. Ces 
altérations, plus fréquentes avec le cluster qu’avec le site isolé, se présentent sous forme de 
fragmentation du nucléoïde, alors que celui-ci est habituellement compact chez les 
souches témoins. Cette fragmentation prend deux aspects. Le premier, sur-représenté 
spécifiquement chez ces deux souches, consiste en un focus de DAPI détaché de la masse 
principale du nucléoïde. Le deuxième aspect, présent aussi chez d’autres souches, consiste 
en un morcellement du nucléoïde en plusieurs masses de tailles différentes. Etant donné 
que c2 représente 40% du génome total de J2315, il est envisageable que sa séparation du 
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reste du nucléoïde suite à un défaut de positionnement soit visible sous la forme d’un 
morcellement du nucléoïde. 
En plus de ces phénotypes variables selon l’approche génétique, j’observe aussi une 
faible proportion de cellules présentant des ségrégations asymétriques, de manière 
similaire mais moins importante à ce que j’observe pour les perturbations de parABSc1. 
Les différences de phénotypes cellulaires entre ΔABc2 et les excès de parSc2 indiquent 
que l’absence des protéines ParAc2 et ParBc2, d’une part, et  le déséquilibre induit par la 
fixation de ParBc2 sur un excès de parSc2, d’autre part, ont des conséquences différentes 
sur les fonctions de parABSc2. Cette divergence de comportement par rapport à parABSc1 
suggère que les deux systèmes ne sont pas impliqués dans les mêmes fonctions. 
c) Phénotypes cellulaires des perturbations de parABSc3 
Parmi les cellules des souches affectées pour parABSc3, je n’ai pas identifié de 
phénotype caractéristique (tableau 5 et figure 34). Ces souches partagent avec celles 
affectées pour parABSc1 la présence de cellules gonflées et en chaînettes, ainsi que des 
ségrégations asymétriques. Elles présentent aussi des morcèlements du nucléoïde en 
proportions importantes. En dehors de ces phénotypes, les tailles des cellules sont 
similaires à celles des souches témoins (voir Annexe 1). 
d) Phénotypes cellulaires des perturbations de parABSpl 
Les souches dont le système parABSpl est ciblé présentent très peu, voire pas du tout, 
de phénotype cellulaire en dehors des cellules anucléées, qui sont d’ailleurs peu 
nombreuses (tableau 6 et annexe 1). Ceci est cohérent avec le fait que ces souches 
présentent une croissance quasiment normale (pMMBSpl), ou des suppresseurs restaurant 
cette croissance (pMMBSpl+ et probablement ΔABpl). 
e) Causes possibles de la diversité phénotypique 
La variabilité des phénotypes cellulaires observés dans les différentes souches peut 
s’expliquer par différentes hypothèses non-exclusives selon les différentes fonctions 
possibles des systèmes parABS. Tout d’abord, si on considère la fonction de ségrégation, la 
perte spécifique d’un réplicon suite à une défaillance de son système parABS conduira à la 
perte des gènes associés à ce réplicon. Chaque réplicon étant porteur de gènes différents, 
les conséquences de cette perte seront variables d’un réplicon à l’autre. Parmi les gènes 





Figure 35 | Gènes potentiellement régulés par une protéine ParB
Position par rapport aux sites parS des gènes, autres que parAB, les plus susceptibles d’être régu-
lés par une protéine ParB.
Sur c1, trois gènes sont situés dans le même opéron que parABc1. Les deux gènes gidA et gidB 
sont très conservés dans les régions origines des chromosomes principaux et codent pour des 
enzymes de maturation des ARN (Elseviers et al., 1984, Nucleic Acid Res.; Romanowski et al., 
2002, Prot. Struct. Funct. and Genet.). Le gène citr est annoté comme transporteur putatif de 
citrate.
Sur c2, deux gènes encadrent un site parSc2 éloigné de parABc2. Le gène usp est annoté comme 
étant une protéine universelle de stress, amid, comme codant une amidase putative
parABSc2
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portés par les réplicons, en particulier les réplicons secondaires, se trouvent aussi des 
gènes de systèmes toxine-antitoxine dont la perte causera la mort cellulaire via des 
processus différents d’un système à l’autre puisque les toxines n’ont pas toutes la même 
cible. 
Une éventuelle fonction de répression transcriptionnelle pourrait aussi être impliquée 
dans la diversité phénotypique des perturbations des systèmes parABS. La capacité de 
ParB à s’étaler sur l’ADN peut lui permettre d’éteindre la transcription de gènes dont les 
promoteurs sont proches d’un site parS. Ce mécanisme permet l’autorégulation des 
opérons parAB via la fixation de ParB sur les sites parS situés juste en amont de parAB (voir 
Introduction et Outils génétiques). Ce même phénomène pourrait être impliqué dans la 
régulation de la transcription d’autres gènes proches, dont certains pourraient être 
impliqués dans la diversité des phénotypes cellulaires observés. J’ai étudié cette possibilité 
en induisant une surexpression de gènes dont les promoteurs sont proches de sites parS, 
mimant ainsi une levée de répression par titration ou délétion de ParB. Cinq gènes sont 
particulièrement susceptibles d’être régulés par une protéine ParB chez J2315 (figure 35). 
Les trois premiers sont situés sur c1, dans le même opéron que parABc1: gidA, gidB et citr. 
Les deux autres gènes sont situés sur c2, de part et d’autre d’un site parSc2 situé environ 
aux deux tiers du chromosome. gidA comportant un site parSc1 dans sa séquence, il n’a 
pas été étudié car il aurait été impossible de distinguer l’effet de la surexpression de gidA 
de l’effet de l’excès de parSc1 apporté en même temps. J’ai placé chacun des quatre autres 
gènes gidB, citr, usp et amid sur le vecteur pMLBAD à haut nombre de copies, sous contrôle 
du promoteur Para, inductible à l’arabinose. J’ai ensuite observé les morphologies cellulaires 
en microscopie à contraste de phase sur des cultures en milieu SOB en présence d’une 
forte induction arabinose (1%). Ces observations n’ont révélé aucune conséquence de la 
surexpression de chacun des quatre gènes. Il semble donc que les anomalies cellulaires 
des souches dont un système parABS est affecté ne sont pas liées à une éventuelle 


















































































Figure 36 | Suivi de la position de oriC1 dans différents contextes génétiques.
A.Exemple de prise de vue en contexte génétique sauvage.
B.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 1 focus. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
C.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 2 foci. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
D.Distribution des distances interfocales dans les cellules comportant 2 foci. La distance relative est la
distance entre les deux foci rapportée à la taille de la cellule.
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D. Rôle des systèmes parABS dans la ségrégation des réplicons 
Suite à la caractérisation des phénotypes à l’échelle globale, j’ai plus particulièrement 
étudié l’impact de la perturbation des systèmes parABS sur la ségrégation des réplicons. 
Pour cela j’ai suivi la localisation des origines de réplication en utilisant les systèmes 
rapporteurs mis au point dans l’équipe pour le suivi des origines de réplication dans la 
souche sauvage (cf introduction). Pour c1, c2 et pBC le système rapporteur utilise la 
protéine ParB du réplicon ciblé couplé à une protéine fluorescente (GFP ou XFP). Il n’était 
donc pas possible pour ces réplicons de suivre les origines de réplication en présence d’un 
excès de parS : la protéine rapporteur serait venue se fixer sur les parS excédentaires portés 
par le pMMBS, rendant l’analyse impossible. J’ai donc uniquement utilisé les souches 
portant les délétions de parAB pour l’étude du rôle dans la ségrégation de parABSc1, 
parABSc2 et parABSpl. Pour c3, le système rapporteur est un système hétérologue : le 
couple ParB-parS du plasmide P1. Il m’a donc été possible de travailler avec un excès de 
parS. Ceci sera détaillé dans la section consacrée à la localisation de oriC3. Dans tous les 
cas, la protéine rapporteur est exprimée à partir du vecteur pMLBAD (~30 copies/cellule), 
sous contrôle du promoteur Para. Les analyses sont faites sur des cultures en phase 
exponentielle de croissance. Pour limiter le bruit de fond dû à l’auto-fluorescence du 
milieu, les cultures sont réalisées en milieu minimum complémenté M9CSA plutôt qu’en 
milieu riche. 
1. Localisation de oriC1 
Dans les conditions de culture utilisées, les cellules d’une souche témoin comportent 
1 focus au centre ou 2 foci localisés à l’extérieur des positions ¼ et ¾ de la cellule (voir 
introduction). J’ai introduit le vecteur d’expression de ParBc1-XFP dans les souches ΔAc1, 
ΔABc2 et ΔABpl (l’introduction dans ΔABc3 a échoué). Les positions des foci dans ces 
souches et dans une souche témoin sont indiquées dans la figure 36. Les cellules ne 
comportant qu’un seul focus fluorescent présentent une localisation centrale de ce focus 
dans la souche témoin et dans les souches ΔABc2 et ΔABpl (figure 36B). A l’inverse, dans la 
souche ΔAc1 la localisation de ce focus est très dispersée, indiquant que parABc1 est 
impliqué dans le positionnement de oriC1 alors que parABc2 et parABpl ne le sont pas. On 
retrouve cette spécificité d’implication sur les localisations dans les cellules comportant 

















































































Figure 37 | Suivi de la position de oriC2 dans différents contextes génétiques.
A.Exemple de prise de vue en contexte génétique sauvage.
B.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 1 focus. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
C.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 2 foci. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
D.Distribution des distances interfocales dans les cellules comportant 2 foci. La distance relative est la
distance entre les deux foci rapportée à la taille de la cellule.
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souche témoin pour ΔABc2 et ΔABpl, ces foci sont nettement moins précisément localisés 
dans la souche ΔAc1. On observe aussi un raccourcissement des distances interfocales 
spécifiquement dans la souche ΔAc1 (figure 36D). Ces résultats démontrent l’implication 
spécifique du système parABSc1dans la localisation de oriC1, et suggèrent donc que 
parABSc1 est un système actif de ségrégation chromosomique. 
2. Localisation de oriC2 
La localisation de oriC2 est suivie grâce à une fusion ParBc2-GFP, qui forme dans la 
souche témoin un focus central ou deux foci situés juste à l’extérieur des positions ¼ et ¾ 
de la cellule (voir introduction). J’ai introduit le vecteur d’expression de cette fusion dans 
les quatre souches ΔAc1, ΔABc2, ΔABc3 et ΔABpl. De manière similaire aux résultats 
obtenus pour la localisation de oriC1, j’ai constaté que seule la délétion de parABc2 affecte 
fortement la localisation de oriC2 (figure 37). Alors que les profils de localisation de oriC2 
sont peu différents ceux de la souche témoin dans ΔAc1, ΔABc3 et ΔABpl, la localisation de 
oriC2 est très dispersée dans la souche ΔABc2, et la distance interfocale y est fortement 
réduite. Les faibles écarts de profils entre la souche témoin et les souches ΔAc1 et ΔABc3 
s’expliquent par l’impact global de ces délétions sur la morphologie du nucléoïde. A 
l’inverse, ΔABc2 affecte très fortement la localisation de oriC2 de manière spécifique 
puisque nous avons vu plus haut que oriC1 n’est pas affectée par ΔABc2. Les systèmes 
parABS de c1 et c2 n’affectent donc la localisation que de l’origine de leur réplicon. Ceci 
suggère que ce sont des systèmes actifs de ségrégation chromosomiques, spécifiques de 
leur réplicon. 
3. Localisation de oriC3 
L’étude de l’implication de parABSc3 dans la ségrégation de oriC3 est plus complexe 
pour deux raisons. Tout d’abord, le système rapporteur n’est pas une fusion de ParBc3 
(celle-ci forme des agrégats en présence de la forme native de ParBc3), mais un système 
hétérologue qui nécessite l’intégration de parSP1 près de oriC3. Cette intégration n’a pas 
été tentée dans les mutants Δpar car la faible fréquence des intégrations chromosomiques 
couplée à la faible fréquence de transformation ou conjugaison des mutants rendait 
l’obtention de l’intégration hautement improbable. La deuxième cause de difficulté est 














































































Figure 38 | Suivi de la position de oriC3 dans différents contextes génétiques.
A.Exemple de prise de vue en contexte génétique sauvage.
B.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 1 focus. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
C.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 2 foci. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
D.Distribution des distances interfocales dans les cellules comportant 2 foci. La distance relative est la
distance entre les deux foci rapportée à la taille de la cellule.
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génétiques (transformation, conjugaison) et des croissances en milieu minimum (condition 
préférentielle pour la microscopie à fluorescence). 
Pour contourner le premier problème, j’ai décidé de limiter l’analyse au seul mutant 
ΔABc3 afin de pouvoir utiliser ParBc3 comme rapporteur. En effet, dans la souche ΔABc3, je 
devrais être affranchie du problème d’agrégation de ParBc3-GFP grâce à l’absence de 
ParBc3 native. Ainsi, l’utilisation de ParBc3-GFP devrait donner un signal propre dans cette 
souche. J’ai donc introduit le vecteur d’expression de ParBc3-GFP dans la souche ΔABc3. 
J’ai effectivement pu ainsi obtenir des signaux de fluorescence analysables, confirmant 
l’implication de la forme native de ParBc3 dans l’agrégation des fusions fluorescentes de 
cette protéine. Cependant, la localisation de oriC3 dans la souche résultante est très peu 
différente de celle observée dans la souche témoin (figure 38), et le décalage observé dans 
les cellules à deux foci (qui affecte peu ou pas la distance interfocale) pourrait être lié à la 
différence de système rapporteur utilisé (ParBP1 pour la souche témoin, ParBc3 pour ΔABc3 
avec suppresseurs). Il s’est en fait avéré que lors de l’étape de conjugaison par laquelle 
j’introduis le vecteur d’expression dans la souche ΔABc3, les exconjugants obtenus 
comportent systématiquement des suppresseurs. Ceci se traduit non seulement par une 
croissance rapide, mais aussi par un aspect brillant des colonies, typique des suppresseurs 
de cette souche. Puisqu’un impact des suppresseurs sur la ségrégation n’était pas exclu, il 
était nécessaire de s’en affranchir. 
Afin de contourner ce problème de suppresseurs, j’ai choisi d’utiliser l’excès de parSc3 
pour perturber parABSc3 au lieu de la délétion ΔABc3. Ceci est possible grâce au système 
rapporteur hétérologue du plasmide P1 qui marque oriC3 dans la souche témoin. En effet, 
à l’inverse d’une fusion du ParB du réplicon ciblé, ParBP1 ne se fixera pas sur les sites parS en 
excès, et ceux-ci ne gêneront pas le suivi de oriC3. Pour des raisons de contraintes des 
antibiotiques de sélection, je n’ai pas pu utiliser directement pMMBSc3. J’ai donc cloné 
parSc3 sur le vecteur d’expression de ParBP1-GFP afin d’apporter en même temps l’excès de 
parSc3 et la protéine rapporteur dans une souche où parSP1 est intégré près de oriC3. 
L’introduction du vecteur dans la souche est cette fois réalisée par électroporation et peut 
aisément être renouvelée pour chaque série d’observations afin d’éviter l’accumulation 
des suppresseurs au fil du temps. J’ai tout d’abord entamé l’observation dans les mêmes 















































































Figure 39 | Suivi de la position de oriC3 dans différents contextes génétiques en milieu SOB.
A.Exemple de prise de vue en contexte génétique sauvage.
B.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 1 focus. La position relative est la
P
Distance relative
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
C.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 2 foci. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
D.Distribution des distances interfocales dans les cellules comportant 2 foci. La distance relative est la
distance entre les deux foci rapportée à la taille de la cellule.
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vecteur d’expression empêche la croissance dans ce milieu en absence de suppresseurs : le 
temps de latence après ensemencement d’une culture dure plus de 24h, après quoi 
l’apparition de suppresseurs permet enfin le démarrage de la croissance. L’analyse de la 
localisation de oriC3 dans ces conditions n’indique aucune différence avec la souche 
témoin. 
Afin de m’affranchir autant que possible des suppresseurs dans les cultures pour la 
microscopie, j’ai décidé d’utiliser un milieu riche SOB (milieu dans lequel ΔABc3 peut se 
développer sans suppresseur), en dépit du risque de bruit de fond fluorescent important 
avec ce type de milieu. L’observation est faite sur la première culture liquide à partir des 
colonies obtenues par transformation de la souche portant parSP1 par le vecteur 
d’expression de ParBP1-GFP portant ou non parSc3. Dans ces conditions, malgré un bruit de 
fond important dans les cellules, on distingue nettement les foci de fluorescence qui 
marquent oriC3. Les profils de localisation sont cette fois nettement différents entre la 
souche portant l’excès de parSc3 et la souche témoin (figure 39). Les positions des foci sont 
fortement dispersées en présence d’un excès de parSc3 et les distances interfocales, 
raccourcies. Le système parABSc3 est donc bien impliqué dans la localisation de oriC3 et 
est lui aussi un système actif de ségrégation chromosomique. 
Les résultats obtenus au cours de cette mise au point expérimentale permettent, non 
seulement de démontrer le rôle de parABSc3 dans la ségrégation de oriC3, mais aussi de 
mettre en évidence une suppression partielle du défaut de ségrégation dans les 
suppresseurs du défaut de croissance de ΔABc3. Ceci confirme l’intérêt d’une 
caractérisation de ces suppresseurs. Par ailleurs, la découverte de la possibilité d’analyse 
fiable de la ségrégation de oriC3 en milieu riche permet d’envisager ce type de condition 
pour étudier un éventuel impact du milieu sur la ségrégation des autres origines. 
4. Localisation de oripBC 
Le suivi de oripBC est effectué grâce à une fusion ParBpl-GFP. Le vecteur d’expression 
a été introduit dans ΔAc1, ΔABc2, ΔABc3, ΔABpl. Dans aucune de ces souches je ne 
distingue de différence avec les profils de localisation de oripBC obtenus dans la souche 
témoin (figure 40). Néanmoins, il est très probable que ΔABpl contienne un ou plusieurs 
suppresseurs. Or, nous venons de voir que les suppresseurs de ΔABc3 et de l’excès de 
















































































Figure 40 | Suivi de la position de oripBC dans différents contextes génétiques.
A.Exemple de prise de vue en contexte génétique sauvage.
B.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 1 focus. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
C.Distribution des positions des foci dans les cellules comportant 2 foci. La position relative est la
distance pôle‐focus rapportée à la taille de la cellule.
D.Distribution des distances interfocales dans les cellules comportant 2 foci. La distance relative est la
distance entre les deux foci rapportée à la taille de la cellule.
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pour ΔABpl. L’activité de ségrégation des systèmes parABS plasmidiques ayant toujours 
été moins controversée que celle des systèmes parABS chromosomiques, il serait 
surprenant que parABSpl ne soit finalement pas impliqué dans la ségrégation de ce 
réplicon, d’autant plus qu’il est actif sur des plasmides chez E.coli (voir Introduction et 
Dubarry et al., 2006). Afin de contrôler ceci en absence de suppresseurs, il faudrait à 
présent mettre en place la même stratégie par excès de parSpl que celle utilisée pour 
s’affranchir des problèmes de suppresseurs liés à ΔABc3. Je manque donc actuellement 
d’informations sur l’implication de parABSpl dans la ségrégation de pBC chez J2315. 
5. Nombre de foci 
Le suivi des origines de réplication n’apporte pas seulement des informations sur leur 
position dans la cellule, mais aussi sur leur nombre ou leur séparation. Le nombre de foci 
observés dans une cellule lors du marquage d’une origine de réplication dépend du 
nombre de copies de l’origine ciblée, ainsi que de l’éventuelle cohésion ou de la séparation 
de ces copies. Dans le cas d’une perturbation des systèmes de ségrégation il est possible 
d’observer des modifications de la cohésion des origines de réplication, ainsi que 
l’apparition de cellules dépourvues du réplicon ciblé. Les systèmes parABS 
chromosomiques semblent par ailleurs avoir des implications dans la régulation de la 
réplication (voir introduction). Leur perturbation est donc susceptible d’entraîner une 
modification du nombre de copies des régions origines. Afin d’étudier l’éventualité de tels 
effets, j’ai donc analysé le nombre de foci par cellule dans la population. L’intensité de 
fluorescence est beaucoup plus hétérogène d’une cellule à l’autre dans les souches dont 
un système parABS est perturbé, aussi ai-je exclu de l’analyse les cellules totalement 
dépourvues de fluorescence ou présentant à l’inverse un niveau de fluorescence saturant. 
Lors du suivi de oriC1 dans une souche témoin, en milieu M9CSA, j’observe une très 
large majorité de cellules comportant deux foci, une petite proportion de cellules 
comportant un seul focus, et quelques cellules présentant une fluorescence homogène 
sans aucun focus (figure 41). Dans la souche ΔAc1, ces proportions sont très différentes : 
les cellules comportant deux foci sont bien moins nombreuses, alors que les cellules 
comportant un seul ou aucun focus ont plus que doublé. De plus la proportion de cellules 
à trois foci ou plus, marginale dans la souche témoin, est très fortement augmentée. Le 

















































Figure 41 | Nombre de foci par cellule.
Nombre de cellules présentant un niveau de fluorescence correct dans lesquelles on distingue aucun, 1,
2, 3 ou 4 foci et plus. pMLSc3 : souche présentant un excès de parSc3 apporté par le vecteur de
production de ParBP1‐GFP. M9CSA : milieu minimum complémenté.
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souche témoin contre 1,8 dans ΔAc1), semble indiquer une colocalisation plus longue, ou 
une réplication diminuée ou retardée de oriC1. L’augmentation du nombre de cellules sans 
aucun focus indique qu’une partie des cellules n’hérite pas de c1. Ces cellules sont vouées 
à mourir rapidement du fait de la présence de la majorité des gènes essentiels sur c1. 
L’apparition des cellules comportant 3 foci ou plus peut s’expliquer par deux hypothèses 
différentes. La première serait une sur-réplication de c1, mais semble peu probable au vu 
de la forte augmentation des cellules ne comportant qu’un seul focus. La deuxième 
hypothèse est que certaines cellules reçoivent deux copies de c1 (corollaire des cellules 
n’en recevant aucune), toutes deux potentiellement capable de se répliquer, donnant ainsi 
des cellules à plus de deux foci (trois foci si une seule copie se réplique, quatre foci si les 
deux copies se répliquent). 
Dans le cas de oriC2, en milieu M9CSA, j’observe dans une souche témoin un peu plus 
de cellules comportant un focus que 2 foci, et quasiment aucune cellule dans les autres 
catégories (figure 41). Dans une souche ΔAc1, ces proportions sont peu modifiées, bien 
que j’observe un peu plus de cellules comportant un nombre anormal de foci, 
probablement dues aux problèmes déjà observés dans cette souche à l’échelle de la cellule 
entière (voir plus haut). Dans une souche ΔABc2 en revanche, j’observe une inversion des 
proportions de cellules comportant un ou deux foci, et une forte augmentation des 
cellules dépourvues de focus. Ces données sont cohérentes avec des problèmes de 
ségrégation conduisant lors de certaines divisions cellulaires à la formation d’une cellule 
dépourvue de c2 d’une part, et d’une cellule héritant de deux copies de c2 d’autre part. 
L’augmentation des cellules comportant trois foci ou plus pourrait être due à la réplication 
de c2 dans les cellules en ayant hérité deux copies. 
J’ai réalisé l’analyse du nombre de foci de oriC3 en milieu minimum M9CSA (même 
condition que oriC1 et oriC2), et en milieu SOB (voir plus haut). En milieu minimum, en 
présence de suppresseurs phénotypiques, ni ΔABc3 ni l’excès de parSc3 n’ont un effet 
significatif sur le nombre de foci observés (figure 41). En milieu SOB en revanche, en 
absence de suppresseurs, j’observe une différence marquée entre la souche témoin et la 
souche portant un excès de parSc3 (figure 41). La souche témoin présente principalement 
des cellules comportant un ou deux foci, et des cellules ne comportant pas de focus 















































Figure 42 | Nombre moyen de foci par cellule.
Nombre moyen de foci parmi les cellules présentant un niveau de fluorescence correct dans lesquelles
on distingue aucun, 1, 2, 3 ou 4 foci et plus. La catégorie des cellules ayant 4 foci ou plus étant
principalement constituée de cellules à 4 foci, c’est ce chiffre qui a été utilisé pour le calcul de la
moyenne. pMLSc3 : souche présentant un excès de parSc3 apporté par le vecteur de production de
ParBP1‐GFP. M9CSA : milieu minimum complémenté.
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l’augmentation du bruit de fond fluorescent dans les cellules en SOB masque les foci les 
plus faibles. Dans la souche portant un excès de parSc3, les proportions de cellules à un et 
deux foci sont inversées, le nombre de cellules sans foci augmente très fortement, et les 
cellules à trois foci ou plus, totalement absentes de la souche témoin, sont cette fois 
nombreuses. Ici aussi, l’augmentation de cellules dépourvues de focus indique que 
certaines cellules n’héritent pas de c3. La très forte proportion de cellules comportant trois 
foci ou plus suggère une sur-réplication de c3, ou le maintien au fil des générations d’une 
situation héritée d’une cellule ayant reçu deux copies de c3, se répliquant toutes deux. Il 
est aussi possible que l’excès de parSc3 entraîne la rupture d’une cohésion entre plusieurs 
copies de oriC3. 
Je n’ai pas analysé le nombre de foci dans les suivis de oripBC en raison de l’absence 
de phénotype de croissance et de localisation d’oripBC dans la souche ΔABpl. 
Globalement, dans tous les cas où j’observe une perturbation de la localisation de la 
région origine, je constate aussi une augmentation de la proportion de cellules présentant 
un nombre anormalement élevé de foci, suggérant d’une part que certaines cellules 
héritent de deux copies du réplicon analysé, d’autre part que ces copies semblent toutes 
deux initier leur réplication. Cette augmentation du nombre de foci pourrait aussi provenir 
d’une dérégulation de l’initiation de réplication. En effet, il a été montré chez Bacillus 
subtilis (Murray & Errington, 2008) et chez Vibrio cholerae (Kadoya et al., 2011) que les 
protéines ParA et ParB peuvent être impliquées dans la régulation de l’initiation de la 
réplication des chromosomes. Comme nous venons de le voir, dans les souches affectées 
pour parABSc1, parABSc2 ou parABSc3 le nombre de foci par cellules est perturbé. 
L’augmentation de la proportion de cellules ayant plus de deux foci suggère un effet 
possible sur la régulation de la réplication. Néanmoins, le nombre moyen de foci par 
cellules est peu affecté, l’augmentation du nombre de cellules comportant plus de deux 
foci étant compensée par l’augmentation du nombre de cellules sans focus (figure 42). Mes 
données n’indiquent donc pas clairement une implication des systèmes parABS dans la 
régulation de la réplication. 
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E. Conclusion sur le rôle des systèmes parABS de J2315 
Les systèmes parABS chromosomiques sont principalement étudiés chez les bactéries 
mono-chromosomiques, chez qui ils assurent plusieurs fonctions, parmi lesquelles leur 
fonction originelle de ségrégation n’est pas toujours évidente. B.cenocepacia, avec son 
génome divisé en trois chromosomes, présente une situation atypique dans laquelle les 
systèmes de ségrégation parABS peuvent en outre jouer un rôle clé pour la compatibilité 
des réplicons.  
J’ai démontré que les quatre systèmes parABS de la souche J2315 sont effectivement 
importants pour la bonne santé de la bactérie, comme en témoigne le ralentissement de 
croissance et la réduction de viabilité observés dans des mutants de délétion des opérons 
parAB ou dans des souches portant un excès de sites centromériques parS sur un vecteur 
réplicatif. 
L’apparition fréquente de suppresseurs du phénotype de croissance pour les 
perturbations de parABSc3 et de parABSpl suggère que la (les) fonction(s) de ces systèmes 
impliquée(s) dans le ralentissement de croissance sont aisément complémentées. A 
l’inverse, les fonctions de parABSc1 et parABSc2 impliquées dans le ralentissement de 
croissance semblent difficilement complémentées puisque peu de suppresseurs 
apparaissent pour les perturbations de ces deux systèmes. Par l’analyse des morphologies 
des cellules et des nucléoïdes, j’ai montré que les conséquences des perturbations des 
systèmes parABS varient selon le réplicon ciblé. Ceci peut être dû au fait que la perte de 
chaque réplicon a des conséquences variables selon les gènes associés, ou que certaines 
fonctions des systèmes parABS sont différentes d’un réplicon à l’autre. 
Enfin, j’ai étudié l’impact des perturbations des systèmes parABS sur la ségrégation 
des réplicons via le suivi en microscopie à fluorescence des régions origine. Il apparaît 
clairement pour c1, c2 et c3 que leurs systèmes parABS respectifs sont impliqués dans la 
localisation et la ségrégation de leurs origines. Par ailleurs, je n’ai jamais observé d’effet 
marqué d’une délétion de parAB sur un autre réplicon que celui de la délétion, confirmant 
la spécificité d’action des systèmes parABS de J2315. 
Cette auto-spécificité des systèmes parABS, essentielle à la compatibilité des réplicons 
qui constituent le génome de B.cenocepacia, semble surprenante au regard de la forte 
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proximité phylogénétique de ces systèmes. C’est pourquoi je me suis intéressée à la 
spécificité des interactions ParB-parS, première étape du mécanisme de ségrégation. 
 
 
Figure 43 | Arbres phylogénétiques des protéines ParA et ParB de génomes multipartites.
Les régions conservées des séquences protéiques prédites d’homologues de ParA (A.) et ParB (B.) ont été 
alignées et comparées phylogénétiquement sous ClustalX, puis les arbres mis en forme sous Treeview. Les 
homologues d’un même génome multipartite, ou de groupes fortement apparentés sont représentés en 
couleur, les autres sont des espèces mono-chromosomiques indiquées en références. La longueur des 
branches représente la distance phylogénétique, mais certaines sont étendues en pointillés pour une 
meilleure lisibilité. Les abrévations d’espèces sont les suivantes : Atum, Agrobacterium tumefaciens; Bbur, 
Borrelia burgdorferi; Bcc, Burkholderia cenocepacia; Bpsm, Burkholderia pseudomallei; Bsub, Bacillus subtilis; 
Bsui, Brucella suis; Bxen, Burkholderia xenovorans; Ccre, Caulobacter crescentus; Drad, Deinococcus radiodu-
rans; Eco, Escherichia coli; Mbov, Mycobacterium bovis; Paer, Pseudomonas aeruginosa; Pput, Pseudomonas 
putida; Rsol, Ralstonia solenacearum; Scoe, Streptomyces coelicolor; Smel, Sinorhizobium meliloti; Spne, 
Streptococcus pneumoniae; Vcho, Vibrio cholerae. Le groupe des chromosomes principaux est en gris. Sur 
l’arbre des ParB sont ajoutées la séquence parS consensus des chromosomes principaux ainsi que celles des 
réplicons secondaires de B.cenocepacia et R.solanacearum, avec les bases conservées en rouge. Les réplicons 
de la souche J2315 sont indiqués par des flèches rouges.
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II. Auto-spécificité de l’interaction ParB-parS 
A. Une auto-spécificité surprenante 
1. Proximité phylogénétique 
Les systèmes de ségrégation présentent une très grande diversité (voir Introduction, 
figure 7 et tableau 1). Cette diversité permet la compatibilité de réplicons porteurs de 
systèmes de ségrégations différents, et autorise donc leur maintien dans une même cellule 
au fil des générations. Chez B.cenocepacia (Bcen) J2315, le maintien du génome nécessite 
la compatibilité de quatre réplicons, porteurs chacun d’un système parABS. Or ces quatre 
systèmes sont assez similaires les uns aux autres (voir Introduction figure 23), en particulier 
entre les réplicons secondaires (c2, c3 et pBC). Les protéines ParA et ParB, de tailles 
similaires d’un réplicon à l’autre, sont peu distantes phylogénétiquement (figure 43), à 
l’inverse des systèmes parABS des deux chromosomes de Vibrio cholerae, seul autre modèle 
étudié de partition bactérienne multi-chromosomique. Cette proximité est 
particulièrement marquée pour les protéines ParB (près de 45% d’homologies entre les 
ParB des réplicons secondaires, 38% avec ParBc1). Au niveau des sites parS aussi, alors qu’il 
existe une très grande diversité dans les systèmes plasmidiques, les quatre parS de J2315 
ont la même structure et présentent 4 bases conservées entre les quatre parS, 2 bases 
supplémentaires étant encore conservées entre les parS des réplicons secondaires. 
Les données de notre équipe montrent cependant qu’il n’y a pas d’interaction croisée 
entre ParB et parS de réplicons différents (Dubarry et al., 2006). Comme le montre la 
reconstitution chez E.coli, chaque opéron parAB ne stabilise un plasmide que si celui-ci 
porte le site  parS partenaire (voir Introduction figure 24). J’ai poussé plus loin la recherche 
d’éventuelles interactions croisées, et j’ai ainsi confirmé l’auto-spécificité par des données 
in vivo et in vitro. 
2. Confirmation in vivo de l’auto-spécificité des systèmes parABS de J2315 
Afin de vérifier l’absence d’interaction faible in vivo chez E.coli dans les conditions des 
tests de stabilisation, j’ai mis en œuvre une compétition des sites parS avec un large excès 
























Figure 44 | Compétition des parS en système hétérologue.
Les taux de perte sont ceux du mFparS indiqué en abscisse en présence des différents compétiteurs à
haut nombre de copies. Les opérons parAB indiqués en abscisse sont portés par un vecteur à haut
nombre de copies, sauf pAMparABc3 qui est un vecteur à plus bas nombre de copies. parABc1 + mF est
une valeur référence de la perte aléatoire du mF seul en présence de pBRΔ, les compétitions avec les
différents parS n’ont donc pas été réalisées.
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permettant une stabilisation complète par parABSc1 (Dubarry et al., 2006). L’opéron parAB 
est placé sur un vecteur d’expression à haut nombre de copies, pBBR1mcs5, et exprimé à 
partir d’un promoteur Plac en fuite. Pour parABc2 et parABpl, une mutation du site parS 
interne à parAB neutralise ce site pour éviter l’auto-répression par ParB. Le site parS 
partenaire de l’opéron est placé sur un plasmide miniF (mF, une à deux copies par cellule), 
initialement instable car dépourvu de son propre système de ségrégation. Dans ces 
conditions, la stabilisation du mFparS est totale avec parABSc1, et partielle avec parABSc2 
et parABSpl (voir Introduction et Dubarry et al., 2006). Il est au contraire déstabilisé par 
parABSc3 de manière spécifique. Pour chacun de ces systèmes, j’ai ajouté un vecteur à 
haut nombre de copies, dérivé du pBR322, portant un site parS isolé. En cas d’interaction, 
même faible, avec ce parS compétiteur, la perte du mFparS devrait se rapprocher de la 
perte aléatoire du mF témoin instable. Il est à noter que la présence du pBR322, même 
sans site parS, réduit le taux de perte aléatoire du mF.  
Les résultats obtenus ainsi pour parABSc1 et parABSc2 démontrent clairement que 
seul la compétition du site parS partenaire affecte la stabilisation du mFparS (figure 44), 
confirmant l’absence de fixation de ParBc1 et ParBc2 sur les parS compétiteurs autres que 
leurs partenaires respectifs.  
Pour parABSc3, l’écart du taux de perte du mFparSc3 est trop faible entre la présence 
de pBR322 témoin et celle du pBR322 portant parSc3. Il n’est ainsi pas possible de détecter 
une interaction de ParBc3 avec les autres parS compétiteurs. J’ai donc utilisé un vecteur 
d’expression de parABc3 à plus bas nombre de copies (dérivé du pAM238) qui permet une 
stabilisation partielle de mFparSc3 en absence de pBR322, mais j’ai alors constaté des taux 
de perte très faibles, même lorsque le compétiteur est parSc3. Il s’est avéré que ce 
phénomène est dû à une augmentation du nombre de copies de mFparSc3 qui suffit à sa 
stabilisation. L’auto-spécificité de l’interaction ParBc3-parSc3 étant démontrée par ailleurs 
(voir plus bas), je n’ai pas poursuivi cette étude.  
Pour le système parABSpl s’est posé le même problème de proximité entre les taux de 
perte de mFparSpl en présence du pBR322 témoin ou du pBR322 portant parSpl. Cette fois, 
j’ai pu contourner cette limite en utilisant le mFparSpl+ (portant le cluster de parSpl), dont 
la stabilisation est meilleure que celle du mFparSpl. J’ai ainsi pu démontrer in vivo l’auto-
A.
B.
Figure 45 | Fixation in vitro des quatre ParB de J2315 sur les quatre parS de J2315
Les interactions ParB-parS sont visualisées par retard de migration sur gel. Les réplicons d’où sont issus les 
différents ParB et parS sont indiqués sous les gels. 0 : extrait brut sans ParB ou sonde neutre. * bande retar-
dée due à l’extrait brut d’E.coli.
A. Interactions entre ParB et parS partenaires. Noter le profil en trois bandes caractéristique pour ParBc3. 
Pour ParBc2, le profil en trois bandes est dû au vieillissement de l’extrait brut.
B. Interactions croisées. L’exposition du gel rend ici plus visibles les interactions faibles avec l’extrait brut 
d’E.coli. Noter que les profils de ces interactions varient d’une sonde à l’autre.
Les courbes de saturation des sondes parS par leurs ParBs respectifs sont données en annexe 12.
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spécificité de l’interaction ParBpl-parSpl, même en compétition avec un large excès de sites 
parS issus des autres réplicons de J2315. 
3. Confirmation in vitro de l’auto-spécificité des couples ParB-parS 
J’ai ensuite complété in vitro la recherche d’interactions croisées parB-parS, grâce à 
des tests de retards de migration sur gel. Pour cela, j’ai cloné les gènes parB dans un 
vecteur à haut nombre de copies (dérivé du pBR322), sous contrôle d’un promoteur 
inductible Para. Ces constructions sont ensuite exprimées chez E.coli afin d’obtenir des 
extraits bruts contenant les ParB surproduits. Les niveaux de productions obtenus varient 
d’une protéine à l’autre, ParBc1 étant nettement le plus fortement produit, alors que 
ParBc2 est le plus faiblement produit (Annexe 3). Ces extraits bruts sont incubés avec des 
sondes parS radiomarquées de 26pb, puis les réactions sont passées sur gel 
d’électrophorèse. Dans ces conditions, la fixation sur les sondes des protéines ParB 
contenues dans les extraits bruts permet de retarder la migration des sondes partenaires 
(figure 45A). L’utilisation d’extraits bruts plutôt que des protéines purifiées, plus difficiles à 
obtenir, n’autorise pas une analyse quantitative fine, mais permet une analyse qualitative 
et comparative des interactions ParB-parS, suffisante pour les questions abordées.  
Les ParB des réplicons secondaires permettent de retarder la migration de plus de 
90% de la sonde parS partenaire, alors que ParBc1 ne retarde que 56% de la sonde parSc1. 
Lorsque les réactions sont réalisées entre ParB et parS de réplicons différents, malgré les 
concentrations saturantes de ParB, aucun retard de migration n’est observable en dehors 
d’une très faible fixation de ParBc3 sur parSc2 (figure 45B). 
Ces résultats indiquent que les protéines ParB de J2315 sont actives in vitro et que la 
présence d’ADN flanquant n’est pas nécessaire à une interaction stable ParB-parS. De 
manière surprenante, alors que parABSc1 est le système le plus efficace in vivo pour 
stabiliser un mF portant un site parS isolé, ParBc1 est la protéine la moins efficace in vitro 
pour retarder la sonde parS partenaire, en dépit d’une bonne expression de la protéine. 
L’absence de fixation des parB sur les sondes non-partenaires confirment l’étroite auto-
spécificité d’interaction ParB-parS dans les systèmes parABS de J2315, permettant 
l’absence d’interaction croisée en dépit de leur proximité phylogénétique. Par conséquent, 
j’ai entamé l’analyse de cette intrigante propriété en recherchant les déterminants de 
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Figure 46 | Crible in vivo de l’interaction de ParBc1 avec des mutants de parSc1.
Effet de différentes mutations de parSc1 sur la toxicité pour la souche Mex. Sc1*B : mutation
palindromique T1G‐A16C. SPpu : mutation palindromique T5C‐A12G correspondant à la séquence parS
de Pseudomonas putida.
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B. Etude in vivo des déterminants de spécificité de parSc1 et parSc3 
La première approche que j’ai utilisée pour rechercher les déterminants de spécificité 
des sites parS a été une approche inédite, basée sur l’utilisation de la toxicité des parS en 
excès chez Bcen (décrite dans la première partie des Résultats). La toxicité d’un excès de 
parS provient certainement de sa capacité à titrer la protéine ParB partenaire. Une 
mutation de parS entraînant la perte de reconnaissance par ParB entraîne donc aussi la 
perte de la toxicité de ce parS. J’ai utilisé ce principe pour tester des mutations de parSc1 et 
parSc3, les deux sites qui induisent un ralentissement de croissance suffisant pour 
permettre l’observation de phénotypes atténués, attendus pour les mutations dont l’effet 
est seulement partiel. Les sites parS mutés ont été clonés dans le pMMB206 comme 
l’avaient été les sites sauvages, et j’ai observé l’effet de ces mutations sur la croissance des 
colonies de Bcen. 
J’ai commencé par tester des mutations ciblées, uniques ou palindromiques, puis j’ai 
complété par une collection exhaustive des substitutions uniques, obtenues grâce à des 
oligonucléotides dégénérés sur une base. Les sites étant palindromiques, il suffit de tester 
les mutations uniques sur un demi-site.  
1. Analyse in vivo des mutations de parSc1 
Les analyses des mutations uniques révèlent que seules trois positions du demi-site 
parSc1 peuvent être mutées sans perte totale de toxicité (figure 46). Tout d’abord la 
position 1 supporte toutes les substitutions sans perte de toxicité, suggérant que cette 
position pourrait ne pas être impliquée dans la spécificité d’interaction avec ParBc1. Cette 
position est d’ailleurs la moins conservée chez les autres systèmes parABS des 
chromosomes principaux, et un des deux sites parSc1 natifs de J2315 présente une 
transversion T1G. Cependant, la version palindromique de cette substitution (T1G-A16C) 
réduit la toxicité de parSc1. La position 1 est donc effectivement impliquée dans la 
reconnaissance de ParBc1, bien que faiblement. Une transition à la position 3 (T3C) permet 
de conserver une partie de la toxicité de parSc1, indiquant que cette base est moins 
critique que les autres pour la reconnaissance de ParBc1. Les transversions à cette même 
position induisent une perte de toxicité, indiquant cependant que la position 3 joue un 
rôle important dans la fixation de ParBc1. La dernière position supportant une substitution 
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Figure 47 | Crible in vivo de l’interaction de ParBc3 avec des mutants de parSc3.
Effet de différentes mutations de parSc3 sur la toxicité pour la souche Mex
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la forme palindromique de la même mutation non plus. Il est intéressant de noter, d’une 
part, que cette position est la moins conservée chez B.subtilis, et d’autre part, que les sites 
parS du chromosome des Pseudomonas présentent la forme palindromique de la transition 
T5C. Cette position semble donc supporter des changements dans des branches évolutives 
distantes, suggérant que sa moindre importance est une caractéristique conservée. 
Cependant, les transversions à la même position annulent la toxicité de parSc1. On peut 
penser que cette sensibilité aux transversions seulement vient d’une implication dans la 
structure globale de parSc1 nécessaire pour une fixation efficace de ParBc1, plutôt que 
d’une interaction directe avec ParBc1. 
En plus de ces mutations uniques et des deux mutations palindromiques déjà 
présentées, d’autres mutations palindromiques ont été testées (figure 46B), mais toutes 
abolissent totalement la toxicité, comme les mutations uniques auxquelles elles 
correspondent. J’ai également testé une séquence particulière, chimère de parSc1 et 
parSc3 (figure 46C). Ces deux sites présentent la particularité de ne différer que par trois 
positions sur chaque demi-site, leur région centrale étant identique sur 8pb. Une chimère 
composée d’un demi-site parSc1 et d’un demi-site parSc3 n’induit aucune toxicité, 
indiquant d’une part que les trois changements par rapport à parSc1 et parSc3 suffisent à 
faire perdre la fixation des ParB partenaires, et d’autre part qu’il n’y a pas fixation sur cette 
séquence d’un éventuel hétérodimère ParBc1-ParBc3. 
2. Analyse in vivo des mutations de parSc3 
Aucune mutation de parSc3 ne permet de conserver la pleine toxicité du site (figure 
47), indiquant une plus grande sensibilité de parSc3 aux modifications que parSc1. Ceci 
pourrait s’expliquer par le fait que les sites parSc3, à l’inverse des sites parSc1, sont groupés 
en cluster en amont de parAB. Ainsi, alors que les excès de parSc1 isolés sont en 
compétition pour ParBc1 avec des sites naturels eux aussi isolés, les sites parSc3 
excédentaires sont en compétition avec un cluster potentiellement capable de fixer ParBc3 
plus efficacement via une éventuelle coopérativité et/ou un renforcement de l’étalement 
de ParBc3 entre deux sites parSc3 proches. Dans ces conditions, une faible diminution de 
l’affinité du parSc3 excédentaire suffit à le désavantager nettement. En dépit de cela, 
certaines substitutions permettent de conserver une toxicité partielle du site. Tout d’abord, 
de même que pour parSc1, la position 1 supporte toutes les substitutions de manière 
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équivalente. La réduction de toxicité indique tout de même que cette position, bien que 
peu importante, joue un rôle dans la fixation de ParBc3. La seule autre substitution 
permettant de conserver une partie de la toxicité est la transition C6T. Cette position ne 
correspond à aucune des deux positions internes auxquelles parSc1 peut être muté sans 
perte totale de toxicité. Ceci suggère que les modes de fixation de ParBc1 et ParBc3 sur 
leurs sites parS respectifs ne sont pas strictement similaires. 
 
Finalement, il ressort que très peu de mutations permettent de conserver une toxicité 
des excès de parSc1 et parSc3, indiquant que la toutes les positions des sites parSc1 et 
parSc3 sont impliquées dans la spécificité d’interaction avec la protéine ParB partenaire. De 
plus, puisque les protéines ParB se fixent sur leurs cibles sous forme de dimère, chaque 
monomère fixant un demi-site, la perte totale de toxicité de la plupart des mutations 
uniques indique que la fixation stable du dimère nécessite une interaction forte de chaque 
monomère avec son demi-site. Dans les deux cas, la position 1 est néanmoins moins 
importante que les autres. Parmi les positions internes, seules deux positions de parSc1 
(position 3 et 5) et une position de parSc3 (position 6) semblent moins critiques que les 
autres. Dans ces trois derniers cas, la seule substitution supportée est une transition, 
changement moins drastique que les transversions, suggérant que la structure du site peut 
jouer un rôle dans l’interaction avec ParB 
C. Présentation de l’article “Family Memory for Centromere Binding in 
Secondary Chromosomes of the Burkholderiales” 
Devant la très étroite spécificité constatée dans les interactions ParB-parS, il nous a 
semblé que les systèmes parABS de J2315, bien que proches entre eux, sont déjà trop 
dissemblables pour guider une analyse plus complète de la spécificité ParB-parS. Nous 
avons donc recherché d’autres systèmes parABS similaires, afin de disposer d’une 
collection plus vaste de systèmes, dont certains fortement semblables. Cette recherche 
bioinformatique a été menée en collaboration avec l’équipe “Génomique des systèmes 
intégrés”. Les résultats obtenus, ainsi que les analyses in vitro qui ont suivi, font l’objet d’un 
article soumis à BMC Microbiology, et présenté ici.  
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Partition (Par) systems ensure a mitosis-like process in bacteria. They 
consist of three elements: an ATPase (ParA), a centromere binding protein 
(ParB) and a centromere site (parS).  Most bacteria have a single 
chromosome, which in general carries a well conserved Par system. In a few 
bacterial groups, the genome is distributed over two or more chromosomes. 
How split genomes arose and came to characterize these groups is unknown. 
It appears that each replicon in such genomes encodes a specific Par system. 
By serving as markers of their chromosomes, Par systems could throw light 
on split genome evolution. More precisely, can we deduce an evolutionary 
hierarchy of Par systems and their replicons through analysis of ParB/parS 
cross-interaction properties? The cystic fibrosis pathogen Burkholderia 
cenocepacia has three chromosomes and one plasmid, and Par systems 
sharing similar features; it seemed a pertinent model to start addressing this 
question.  
   









An in vivo test based on inhibition of B.cenocepacia growth by extra 
parS sites, as well as EMSA analysis indicated the total absence of cross-
reaction among B.cenocepacia Par systems. We then looked for 
B.cenocepacia-like Par systems in other species. Probing the genome 
database revealed seven B.cenocepacia-like Par families, all on secondary 
chromosomes and plasmids of Burkholderiales.  Focusing on one that 
included the B.cenocepacia chromosome 3 (c3) Par system, we found ParB-
c3 able to bind to highly divergent parS sites of its plasmid-borne cousin 
systems in Ralstonia pickettii 12D and 12J. Exchange of DNA-binding 
domains results in ParB-c3 variants that acquire the distinctive parS 
interaction modes of the ParB sources. 
Conclusion 
The analysis of ParB/parS cross-interactions may throw light on the 
evolution of Par systems provided they evolve without the compatibility 
constraint. Our observation of such interactions suggest that the Par system 
of B.cenocepacia c3 is less specialized than related plasmid systems found in 
Ralstonia pickettii species and thus ancestral to them. Based on one such 
system, found in R.pickettii 12J on a plasmid integrated into the main 
chromosome, we suggest a third chromosome is emerging in this bacterial 








Minimal centromere unit 
J2315 c2 ParA (220) ParB (353) gTTTATGCGCATAAAc 
J2315 c3 ParA (231) ParB (343) gTTGTCACGTGACAAc 
J2315 pBC ParA (223) ParB (290) cTTGGCTCGAGCCAAg 
Ralstonia c2 ParA (222) ParB (334) cTTTCAGCGCTGAAAg 
Universal 
Chromosome 
ParA (250-270)* ParB (280-330)* tGTTNCACGTGAAACa† 
Plasmid RK2 IncC (364-259) ‡ KorB (358) TTTAGC(G/C)GCTAAA 
Vibrio c2 ParA (407) ParB (323) NTTTACANTGTAAAN† 
Phage P1 (Ia) ParA (398) ParB (333) (A) ATTTCA(A/C)  (B) TCGCCA§ 
Plasmid F (Ia) SopA  (391) SopB (323) TGGGACCACGGTCCCA 
Rhizobiales MP RepA (400-435)* RepB (300-370)* GTTNNCNGCNGNNAAC† 
Plasmid TP228 (Ib) ParF (206) ParG (76) ACACTCATAAACTCATATG 
Plasmid pTAR  (Ib) ParA (222) ParB (94) A(C/T)CCG(A/G)T 
Plasmid pB171 (Ib) ParA (214) ParB (91) TTAT(G/T)A 
 
Table 1 - Features of par loci of J2315 replicons and other model systems 
c2, c3 and MP refer to chromosome 2, chromosome 3 and megaplasmids respectively; (Ia) 
and (Ib) are plasmid subtypes; convergent arrows indicate symmetry. * size range of 
proteins of this category; † consensus sequence based on different replicons of the 
category; ‡ full and N-ter less forms of IncC. § (A) and (B) refer to the A and B boxes of the 
P1 centromere.  









Low-copy number bacterial plasmids encode partition (Par) systems 
which assure active segregation of plasmid copies prior to cell division. Par 
systems typically consist of three elements: an ATPase, a DNA-binding 
protein and a centromere. The DNA binding protein interacts with the 
centromere to create a partition complex. The ATPase is recruited by the 
partition complexes to move sister plasmids towards opposite cell poles. Two 
main types of Par system are defined according to the nature of the ATPase 
[1][2]. Type II, currently the best understood, has an actin-like ATPase which 
by forming filaments pushes sister plasmids to the poles [3][4]. Type I, the 
most common, has a P-loop ATPase generally termed ParA [5]. ParAs 
oscillate over the nucleoid [6][7] and, at least in vitro, polymerize [8][9], but 
how they segregate plasmids remains speculative. ParAs, and ParBs (i.e. the 
type I-DNA binding proteins), are diverse in sequence [10], but their genetic 
organization falls mostly into two sub-types: Ia (e.g. plasmids F and P1) and 
Ib (e.g plasmids pTAR, TP228, pB171-Par2) [1]. Ia ParAs are large (Table 1) 
with an N-terminal extension that binds the promoter to regulate the parAB 
operon, while Ib-ParAs are small and have no promoter-binding domain. Ia 
ParBs bind the centromere via a helix-turn-helix (HTH) domain. Ib ParBs are 
small and bind via a ribbon helix helix (RHH) domain to a centromere which 
harbours the parAB promoter [11]. 
Most bacterial chromosomes also encode Par systems, but the role of 
these in chromosome partitioning is unclear. It can be conditional, e.g. 
during decelerating growth in Pseudomonas putida or sporulation in 
Streptomyces coelicolor [12][13], limited to positioning of new-born oriCs 
[14][15][16], and indirect, e.g. regulation of the replication initiator DnaA 
[17][18] or of the DNA condensin SMC [19]. Nevertheless, chromosomal Par 
systems are true partitioning machines since they can stabilize plasmids 
[12][20][21]. Chromosomal Par systems constitute a specific subtype of Type 
I [1][20]. ParAs have no N-ter extension, like Ib ParAs, while ParBs are large 
with a central HTH domain [22] like Ia ParBs. Unlike plasmid centromeres, 































Figure 1 - Toxicity of extra parS in J2315.
(A) Each sector shows three colonies from plates incubated for four days after
transformation of J2315-Mex1, with pMMB206 vector or recombinant derivatives
carrying the single parS-sites shown or the clusters (denoted parS+) indicated. (B)
Mutated parS-c1 and parS-c3 sequences tested for toxicity. Single changes retaining
toxicity in J2315 are indicated (left top boxes above the arrows). Doubly changed parS-
c1 and parS-c3 are shown with changes underlined and denoted "toxic" if the
sequence inhibits growth of J2315. The chimerical non-toxic sequence parS-c1/c3 is
shown with divergent ends underlined.








chromosomal parS units are 16 bp palindromes of remarkably uniform 
(“universal”) sequence [23], dispersed within the region surrounding the 
replication origin [24][25]. 
 Chromosomal Par systems might acquire particular importance in 
managing certain types of genome. Although bacteria typically possess a 
single chromosome, some have more than one, notably Proteobacteria in the 
orders Vibrionales, Rhodobacterales, Rhizobiales and Burkholderiales. Split 
genomes are organized in a characteristic pattern: the largest chromosome 
has most of the house-keeping genes, an oriC and a Par system similar to 
those of mono-chromosome species; secondary chromosomes have fewer 
house-keeping genes a plasmid-like origin and a specific Par system [21][26]. 
This latter feature suggests a crucial role for Par systems in the maintenance 
of multi-chromosome genomes. One such genome is that of Burkholderia 
cenocepacia ET12, a bacterium of soils and roots also identified as an 
aggravating agent in cystic fibrosis [27]. The first ET12 isolate to have its 
genome sequenced, J2315 [28], has three chromosomes (c1-c3, defined as 
carrying essential genes), of 3.9 and 3.2 and 0.9 Mb, and a plasmid of 93 kb 
(pBC). The par loci of c2, c3, and pBC are strictly specific with regard to 
partition [21], implying that the split-genome state of J2315 arose by 
successive establishment of independent replicons selected for the 
compatibility of their par loci. However, these loci are notably similar with 
respect to protein size, clustering of parS sites upstream of parAB and, more 
strikingly, to the structure of parS (Table 1) [21][25]. These similarities 
suggest evolution from a common ancestor, within either B.cenocepacia or 
its predecessors. 
Accordingly, we have explored the possibility of so-far undetected cross-
reactions between the ParBs and parSs of B. cenocepacia, as well as between 
these and corresponding elements on replicons of related species. The 
analysis reveals a distinct set of B.cenocepacia-like partition systems, all on 
secondary chromosomes and plasmids of the wider Burkholderiales group. 
The cross-reactions that we find among the Par systems of B. cenocepacia 
and related species corroborate the proposal that extant partition systems 
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Figure 2 - EMSA experiments with B.cenocepacia ParBs
(A) Radiolabeled parS-c1, parS-c2, parS-c3, and parS-pBC fragments, denoted above
each panel, were incubated with protein extracts producing: ParB-c1 (lanes c1), -c2










anes c , -c anes c , -p anes p , or no ar anes . e cogna e ar -par
interactions produce a single retarded complex in the case of c1, c2 and pBC and a
characteristic three-band pattern in the case of c3 (arrow-heads); the latter complexes
have not been further analyzed. The parS-c3 fragment is also retarded by an unknown
E.coli protein (asterisk). (B) Protein extracts producing ParB-c1 or no ParB, as
indicated above the panels, were incubated with the radiolabeled probes indicated
below each lane as follows: random sequence (lanes 0); wild-type parS-c1 (lanes wt);
parS-c1 mutated as indicated (other lanes). The mutated parS-c1 T1G-A16C fragment
i d d b k E li i ( i k) (C) P i d is retar e y an un nown .co prote n aster s . rote ns extracts pro uc ng no
ParB, or ParB-c3 or ParB-c1 (as indicated above each panel) were incubated with the
chimerae indicated below each lane as follows: 1/3, hybrid parS-c1/c3; 2/3, hybrid
parS-c2/c3; 3/p, hybrid parS-c3/pBC.









Narrow ParB / centromere selectivity in J2315 
When expressed in E.coli, the parAB operons of J2315 c1, c2, c3 and 
pBC each stabilize the mini-F vector that carries its cognate parS and no 
other [21] suggesting strict ParB/parS specificity. Nevertheless, the parS 
sites of J2315-c2, c3, pBC, and also that of c1, have a similar palindromic 
form (Table 1) suggesting the potential for some degree of cross-reaction. 
To enable monitoring of ParB-parS interaction in the natural host, we 
tested the effect of introducing extra parS sites, which by competing for ParB 
could well impair growth. J2315 was transformed by plasmids carrying each 
of the parS sites. As expected, transformant colonies appeared later than 
those of cells transformed by the vector alone. In the case of c2 and pBC 
parSs the whole cluster (i.e. 5 and 3 parS sites upstream the parAB operon) 
was required for clear inhibition, whereas for c1 and c3 a single parS site 
was sufficient (Figure 1A). We took advantage of this high sensitivity to assay 
the effects of base substitutions in one arm of the 16 bp palindromes parS-
c1 and parS-c3 (Figure 1B). In parS-c1, most single changes abolish toxicity, 
whereas substitutions at position 1 and the transition T5C do not. Mutant 
parS-c1 sites with symmetric double changes at these positions remained 
partly (T1G-A16C) or fully (T5C-A12G) toxic. Among parS-c3 mutants, those 
with changes at position 1 or the transition C6T retained a degree of toxicity, 
the others none. As the core sequences of parS-c1 and -c3 are identical we 
tested a hybrid parS-c1/c3. This sequence was not toxic, i.e. it does not 
compete in vivo with either parS-c1 or parS-c3.  
To complement these results we carried out electrophoretic mobility shift 
assays (EMSA) using extracts of cells overproducing each ParB. Binding of 
each ParB to the cognate wt parS was seen as a pronounced band shift, 
while none of the 12 potential cross-reactions were detected (Figure 2A). 
parS-c1 mutants behaved largely as expected from in vivo test: fragments 
containing the toxic parS-c1T1A, parS-c1T1G and parS-c1T1G-A16C sites were 
shifted (Figure 2B) while those containing the non-toxic parS-c1T5A (Figure 
2B) or the chimera parS-c1/c3 (Figure 2C) were not. EMSA also revealed 











































































Figure 3 - Bsr families and corresponding parS
In the ParB phylogenic tree (left), the colours correspond to the seven identified Bsr
subfamilies. ParB proteins and loci are referenced in Table S1. For clarity, only the
bootstrap values superior to 800 concerning the deep branches have been indicated,
with an asterisk (*). RepBs from Rhizobiales megaplasmids and ParBs from
Burkholderiales chromosome 1 are indicated as outgroups Protein and parS variation.
allow the identification of 13 Bsr types. Each Bsr-type is exemplified (right) by a
replicon, as follows: J2315-pBC, -c2 and -c3, plasmid pBC, chromosome 2 and
chromosome 3 of Burkholderia cenocepacia J2315; pNAP1 and pNAP2, plasmids 1 and
2 of Polaromonas naphthalenivorans CJ2; 12J-c1::p, plasmid integrated in
chromosome 1 of Ralstonia pickettii 12J; 12D-p1, plasmid 1 of Ralstonia pickettii 12D;
G4-p2, plasmid 2 of Burkholderia vietnamensis G4; Rsol-Mp, Ralstonia solanacearum
GMI 1000 megaplasmid; JS666-p1 and p2, plasmids 1 and 2 of Polaromonas sp
JS666; T118 p1 plasmid 1 of Rhodoferax ferrireduscens T118; BGR1 p4- , - ,
Burkholderia glumae BGR1 plasmid 4. The minimal 14 bp palindrome found near the
operon parAB is indicated; in the case of pNAP1-parS underlined letters indicate
positions of degeneracy. The structure of parAB operon is shown (black line, minimal
palindrome; first arrow, parA; second arrow, parB). ParAs vary from 217 residues
(BGR1 p4) to 242 (JS666 p2), ParBs from 290 (J2315-pBC) to 376 (JS666 p2).








differences in binding affinity of ParB-c1 not seen in the in vivo toxicity test, 
e.g. parS-c1T1A is more readily retarded than parS-c1T1G (Figure 2B) while in 
vivo both impaired growth to similar extents. In contrast, ParB-c3 exhibited 
distinct binding properties, e.g. the non-toxic chimera parS-c1/c3 is shifted 
by ParB-c3 (Figure 2C). Two other chimarae, parS-c2/c3 and parS-c3/pBC 
are shifted by ParB-c3 (Figure 2C). It seems that unlike ParB-c1, ParB-c3 
can bind in vitro just one arm of the cognate parS. EMSA with parS-c3 
carrying double symmetric mutations nevertheless confirms the in vivo test, 
e.g. C6T retained toxicity and fragments changed at positions 6-11 are 
shifted (see below, Figure 5 and discussion).  
These results confirm that ParB/parS systems of B.cenocepacia are 
narrowly specific. Some relaxation of the specificity is nevertheless possible, 
suggesting these systems might cross bind with those of related bacteria. 
The conditions of our EMSA allow detection of weak ParB-parS interactions, 
and are thus appropriate for detecting kinship in other partition systems.  
Cousin Par families characteristic of secondary replicons of Burkholderiales  
We carried out a bioinformatic analysis of the available Eubacterial 
genomes to find centromeres similar to those of J2315. The criteria were: (i) 
palindromes of at least 14 bp, (ii) a central CG dinucleotide, (iii) a T-rich 5' 
end, and (iv) location upstream of a parAB operon. We found such 
palindromes. In all cases the adjacent parAB genes encode proteins with 
sizes similar to those of J2315 (Figure 3). These loci were found only in 
species from the order Burkholderiales, most of them belonging to the family 
Burkholderiaceae (genera Ralstonia, Cupriavidus and Burkholderia), and five 
to Comamonadaceae (genera Polaromonas and Rhodoferax). Essentially all 
these loci are in secondary chromosomes or large plasmids; the one apparent 
exception is a par locus on chromosome 1 (c1) of Ralstonia pickettii 12J; 
however it appears to belong to a 380 kb plasmid integrated in the terminus 
region of c1. Among these par loci we identified 8 new parS motifs related to 
those of B. cenocepacia (Figure 3), each showing little degeneracy within its 
set. On the basis of the phylogenies and the parS sequences, we could 
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Figure 4 - Cross interactions in Bsr1 and Bsr3 families
(A) EMSA of Bsr1 ParBs and parS sites. Samples are grouped according to parS,
indicated below: 0 - control random sequence; Bsr1 - parS TTGGCTCGAGCCAA
common to pBC and pNAP1; T6G and G10T - parS derivatives exclusive to pNAP1.
ParBs are denoted above parS as follows: 0 – no ParB; 1 - ParB-pBC; 2 - ParB-pNAP1.
(B) Bsr1 interaction summary. Arrows indicate that ParB in the box binds the parS
i t d t C d d t i ht t t d t bi dipo n e o. urve an s ra g arrows represen cogna e an non cogna e n ng,
respectively. Black: strong binding. Grey: medium-strength binding. Grey dashed:
weak binding. pNAP1 parS sequences are shown with bases changed relative to Bsr1
underlined and numbered (C) EMSA of Bsr3 ParBs and parS sites. Samples are
grouped according to parS, indicated below: 0 - control random sequence; c3 - parS
chromosome 3; G4 - parS plasmid 2 B. vietnamensis G4; 12D - parS plasmid 1 R.
pickettii 12D; 12J # - secondary parS R. pickettii 12J; 12J - main parS R. pickettii 12J.
ParBs are denoted as follows: 0 - control extract; 1 - ParB-c3; 2 – ParB-G4; 3 – ParB-
12D 4 P B 12J Th t i k i di t th b d f d i b ti S 3; – ar - . e as er s n ca es e an orme upon ncu a ng par -c
with E.coli extracts. (D) Bsr3 interaction summary. Arrows signify interactions as in (B)
above; parS sequences are shown below each box, with bases changed relative to
parS-c3 underlined.








secondary replicon. Bsr1 is the Par family of the plasmid pBC, and most 
Bsr1 ParBs are from Burkholderia plasmids, forming a narrow cluster (Bsr1-
a, Figure 3). One Bsr1 ParB, more divergent, corresponds to the plasmid 
pNAP1 of Polaromonas naphthalenivorans CJ2 (Bsr1-b, Figure 3). Bsr1 
members share the parS palindrome TTGGCTCGAGCCAA, but the pNAP1 
parS set includes variants with a one-base transversion, T6G or G10T. Bsr2 
is the family to which parAB loci systems of Burkholderia species 
chromosome 2 belong. In the Bsr3 group, most ParBs form a narrow cluster 
with a defined parS (Figure 3, Bsr3-a). This parS sequence and the 
associated par genes appear characteristic of chromosome 3 of B.cepacia 
complex (Bcc) species rather than of Burkholderia in general. Three other 
Bsr3 ParB subtypes were found, each associated with a specific parS motif 
(Bsr3-b, -c, -d in Figure 3). Bsr4 is the family of Par systems of Ralstonia-
Cupriavidus megaplasmid-chromosome 2, previously identified [21]. Bsr5, 
Bsr6 and Bsr7 are novel. Bsr5 groups three Comamonadaceae plasmid Par 
systems whose parSs share the core sequence ACCGGT. Bsr6 is defined by 
the Par system of plasmid-2 of Polaromonas naphthalenivorans CJ2. Bsr7 
groups the par loci of Burkholderia glumae BGR1-plasmid 4 and some of the 
unassembled contigs of Burkholderia species (Table S1). 
ParB-parS cross-reactions within Bsr families  
The Bsr families with variant parS motifs and ParB proteins appeared 
well suited to address the question of whether ParBs retain a memory for 
binding cousin, non-cognate centromeres. The parBs of representatives of 
Bsr families 1-6 were amplified, cloned and expressed in E.coli, and the 
ParBs in cell-free extracts were tested by EMSA for binding to various parS 
sites. Most ParB/parS cognate shifts were readily detected, except for the 
three plasmids of the Bsr5 family whose poor ParB protein solubility 
precluded analysis.  
For detecting natural relaxation of binding specificity, the ParBs of 
Bsr2, Bsr4 and Bsr6 families appeared good candidates since their parSs 
share some homology (Figure 3); however no cross binding was detected. On 
the other hand, the Bsr1 ParB of pBC bound not only to the parS 
















Figure 5 - ParB-c3 binding to parS-c3, parS-12D and related sequences
Binding of ParBc3 to parS-c3, parS-12D, parS-Bsr7 and related or mutated sequences
was analyzed by EMSA. Positions 4, 5, 6 and 11, 12, 13 are underlined in parS-c3.
Underlined bases in the other parS sequences are those changed with regard to parS-
c3. The characteristic three band pattern of ParB-c3 is indicated by arrowheads. At
the right S M and W refer to strong medium and weak binding, , .









characteristic of its family but also to the two variant parSs specific of the 
Bsr1-b locus of pNAP1. Moreover, the ParBs of pNAP1 and pBC bound the 
three parS sites with the same relative affinities (Figure 4A and B). This 
result is evidence for a phylogenic link between the two ParBs, and suggests 
that the changes in the parS sites of pNAP1 affect bases not essential for 
binding of these ParBs.  
A more telling example is the case of the Bsr3 ParBs. The main ParB 
subtype (Bsr3-a, Figure 3) is that of the J2315 chromosome 3 (c3). The three 
other Bsr3 ParB subtypes, Bsr3-b, -c, and -d, are from, respectively: a 
plasmid integrated into the chromosome 1 of Ralstonia pickettii 12J (referred 
to as 12J), plasmid 1 of Ralstonia picketti 12D (12D), and plasmid 2 of 
Burkholderia vietnamensis G4 (G4). ParB/parS cross-recognition between 
Bsr3 subtypes was tested by EMSA (Figure 4C and D). The results can be 
summarized as follows: (i) ParB-G4 bound the cognate parS strongly but did 
not bind the other Bsr3-parS sites, while no other ParB of Bsr3 bound the 
parS of G4; (ii) ParB-c3 and ParB-12J cross-bound each other's parS, 
forming similar multi-band patterns characteristic of each protein (iii) ParB-
12D bound the cognate parS strongly forming a single characteristic band, 
but did not bind parS-c3, -12J or -G4; (iv) ParB-c3 generated its 
characteristic multi-band pattern by binding to parS-12D. 
The cross-binding between c3 and 12J is notable in that parS-12J - the 
only incompletely palindromic Bsr-parS - has just one arm identical to the 
arms of parS-c3. Knowing that ParB-c3 binds the chimerical sequences parS-
c1/c3, parS-c2/c3 and parS-pBC/c3, we compared the binding of ParB-c3 to 
the three chimerae and to parS-12J. ParB-c3 bound parS-12J more tightly 
than the chimerae (~90% parS-12J shifted vs 10-30% chimerae shifted). This 
result corroborates the relatedness of ParB-c3 and ParB-12J. There is 
nevertheless a clear divergence in binding capacity (Figure 4C and 4D): (i) 
ParB-12J binds parS-12J better than it does parS-c3, and reciprocally; (ii) 
binding of ParB-c3 to parS-12J#, a parS-12J site with a one-base change, is 
hardly detected; (iii) ParB-c3 binds parS-12D better than ParB-12J. 
Moreover, extra parS-12J introduced into B. cenocepacia was not toxic i.e. 
unlike parS-c3 it does not compete in vivo for ParB-c3. 
Figure 6 - Alignments of ParB proteins 
Aligned positions are colored according to ClustalX schema and the background color
scale is proportional to sequence conservation. Only the well conserved region of the
alignment is shown and the numbering of the aligned position is relative to this region.
The double hatch marks denote sequences outside the alignment. ParBII box and the
putative helix turn helix motifs are indicated by black and red bars respectively Bcen- - .
J2315 – Burkholderia cenocepacia J2315 ; Rpic 12D or 12J – Ralstonia pickettii 12D
or 12J; Bvie G4 – Burkholderia vietnamiensis G4; Pnap CJ2 – Polaromonas
naphthalenivorans CJ2; Rfer T118 – Rhodoferax ferrireduscens T118; Psp JS666 –
Polaromonas sp JS666; Rsol GMI1000 – Ralstonia solanacearum GMI1000; Bglu
BGR1 – Burkholderia glumae BGR1; c – chromosome; p – plasmid. (See also Methods).








The binding of ParB-c3 to parS-12D was unexpected. parS-12D diverges 
from parS-c3 by three substitutions in each arm of the palindrome: G4T, 
T5C, C6A and, symmetrically, C13A, A12G, G11T. We noticed that Bsr7-
parS (Figure 3) diverges from parS-c3 as follows: G4T, T5C, C6T and, 
symmetrically, C13A, A12G, G11A, i.e. same positions as in parS-12D, and 
with the same base changes except for positions 6 and 11. Despite its 
similarity to parS-12D, parS-Bsr7 is weakly recognized by ParB-c3 (Figure 5). 
These results led us to test binding to symmetrically mutated parS-c3 
derivatives: G4T-C13A, T5C-A12G, C6T-G11A or C6A-G11T (Figure 5). 
Introduction of T5C-A12G, common to parS-12D and parS-Bsr7, leads to a 
drastic reduction of binding. G4T-C13A, also common to both parSs, 
produced a moderate shift as did C6A-G11T, exclusive to parS-12D, whereas 
C6T-G11A, exclusive to parS-Bsr7, resulted in a strong shift. The recognition 
of parS-12D by ParB-c3, unlike that of parS-Bsr7, is stronger than expected 
from the loss of affinity following single nucleotide changes in parS-c3. C6A-
G11T in parS-12D might restore a structure that ParB-c3 recognizes in spite 
of the detrimental T5C-A12G change, which C6T-G11A in parS-Bsr7 does 
not. 
Identification of a domain involved in specific binding  
The foregoing results show that, in vitro, ParB-c3 binds different parS 
motifs of the Bsr3 family, notably the non-cognate parS-12D. Conversely 
ParB-12D binds only the cognate parS. What are the determinants 
responsible for such differences? Although a helix-turn-helix (HTH) domain 
was not strongly predicted for ParBs of this family, protein alignments reveal 
amino acid conservation in the region where most ParBs have a putative or 
verified HTH domain (Figure 6). Moreover, certain observations are 
compatible with the assignment of DNA recognition and binding to this 
region of ParB : mutation of Ala 5 (Figure 7A, and 7B panel c3A5K), highly 
conserved in HTH motifs, impaired binding of ParB-c3 to its cognate parS 
and eliminated binding of ParB-c3 to non-cognate parS sites; and ParB-c3 
has a (putative) inter-helix glycine hinge (Figure 7A), a general feature of 
HTH domains [29], whose replacement by aspartate, as in ParB-12D, or 
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Figure 7 - Modifications in a putative HTH domain of ParBs-Bsr3
(A) Comparison of the putative HTH domains of ParB-c3 -12J -G4 and -12D Amino
0 c3 D J J# G4 0 c3 D J J# G4 D J0 c3 D J0 c3 D J0 c3 D J0 c3
, , .
acids identical to ParB-c3 are in black, those different in red. Positions have been
numbered and putative helices are shown. (B) ParB-c3 with the amino-acid change
indicated above each panel were involved in EMSA with parS probes denoted below
each lane: 0 - random parS; c3 - parS-c3; D - parS Ralstonia picketti 12D plasmid 1; J
– main parS Ralstonia picketti 12J; J# - secondary parS Ralstonia picketti 12J; G4 -
parS Burkholderia vietnamiensis G4 plasmid 2. (C) ParB-12D wild-type (denoted 12D,
left panel) or with gly substituted for asp (denoted 12DD9G, right panel) were involved
in EMSA with parS probes denoted below each lane as in (B) The asterisk indicates.
the band formed by an E.coli protein on the parS-c3 sequence. (D) ParB-c3 with the
whole pHTH swapped for that of ParB-G4 (denoted c3HTH-G4, left panel) or that of ParB-
12J (denoted c3HTH-12J , right panel) were involved in EMSA with parS probes denoted
below each lane as in (B). (E) Compared EMSA involving no ParB (first panel), ParB-c3
(second panel), ParB-c3 with the whole pHTH swapped for that of ParB-12D (third
panel), and ParB-12D (fourth panel). The parS probes are shown below each lane as in
(B) and the asterisk indicates the band formed by E.coli extracts with parS-c3.








threonine, as in ParB-12J, reduces and restricts its parS-binding capacity 
(Figure 7B, panels c3G9D and c3G9T). Reciprocally, substitution of gly for asp 
in ParB-12D results in binding at least as strong as wild-type (Figure 7C). 
Hence, we refer to this region as the putative HTH (pHTH) domain. 
 To analyse the role of this region in centromere binding, we then 
exchanged the whole pHTH of ParB-c3 for that of ParB-12J, -G4 or -12D. 
The three hybrid ParB-c3s bound to parS-c3 better than to the other parS 
sites, suggesting that some determinants of specificity lie outside the pHTH 
domain. However, differences appeared in the binding spectra of the three 
ParBs. ParB-c3pHTH-G4 bound parS-c3 weakly, parS-12J slightly, parS-12D 
and parS-G4 not at all. ParB-c3pHTH-12J bound the probes about as well as 
ParB-c3 does, confirming the relatedness of ParB-c3 and ParB-12J (Figure 
7D panels c3HTH-G4 and c3HTH-12J). ParB-c3pHTH-12D still bound parS-c3, -12D 
and -12J, but less strongly than ParB-c3 (Figure 7E). While other hybrid 
ParB-c3 proteins still generated the multi-band profile characteristic of ParB-
c3, ParB-c3pHTH-12D generated a single band with parS-c3, -12D and -12J 
(Figure 7E, third panel). Strikingly, the single band this hybrid formed with 
parS-12D corresponded to that formed by ParB-12D with parS-12D (Figure 
7E, third and fourth panels), whereas those it formed with the other parSs 
did not. The pHTH of ParB-12D appears to be a specificity factor for binding 
to parS-12D, and ParB-c3 appears to be flexible enough to accommodate it. 
These results suggest that ParB-12D and its pHTH domain are adapted for a 
tightly specific binding. 
Discussion  
Although the strong similarities among the Par systems of 
B.cenocepacia secondary replicons could lead one to expect that they 
interact, the results of all tests applied in vivo (stabilization in E.coli and 
toxicity in B.cenocepacia J2315) and in vitro (EMSA) attest to their narrow 
and non-overlapping specificity. The consequence for B. cenocepacia is that 
direct co-regulation of ParB-parS interactions can hardly be the basis for 
choreographing partition of its three chromosomes to daughter cells. More 
likely, given that all chromosomes, and the plasmid, have DnaA boxes near 
   








their origins [21], is that the lone DnaA co-ordinates initiation of replication 
and that the partition systems act independently once replication is under 
way.  
It is rather in the taxonomic neighbourhood of B.cenocepacia that we 
have discovered cross-reactions between Par systems. Sibling partition 
systems that find themselves, by conjugation or otherwise, in different 
bacterial species are subject to specific threats of incompatibility from 
resident replicons. To be maintained and effective they must either be 
compatible already or evolve to that state rapidly. Regardless of mechanism, 
selection and drift will give rise to cousin Par systems whose ParB-parS 
specificities differ. However, their separation removes the need for 
compatibility with each other, and retention of cross-reactivity becomes 
possible. Our study was aimed at finding such overlapping specificity among 
Par systems, to enable tracking of their evolutionary history and, in view of 
their importance to the establishment of secondary replicons, to help us to 
understand emergence of multi-chromosome bacteria. 
The Bsr families of Burkholderiales and their centromeres 
Accordingly, we looked for cousin Par systems outside B. cenocepacia, 
focusing the analysis on the search for new centromeres. A search with the 
same goal reported by Livny et al [25], using sequence matrices based on the 
primary and secondary replicon parS sites then known, revealed the wide 
distribution of such sites among bacterial species and replicons but 
identified no new centromere motifs. Our search was based on general 
centromere structure, i.e. palindromes of at least 14 bp with a central 5'-CG 
dinucleotide, rather than on the full centromere sequence. It led to the 
identification of 8 new parS motifs, including one in Rhodoferax 
ferrireduscens plasmid 1 (Figure 3, Bsr5-c), missed in the previous analysis 
[25]. We thus brought to light seven families of such Par systems, all 
exclusive to secondary chromosomes and large plasmids of Burkholderiales, 
which by itself implies a phylogenetic linkage. Incidentally, in the case of 
Bsr3-a, this feature could aid in identification of Bcc pathogens. For 
example, B.ubonensis was classified as Bcc from recA and 16S RNA analysis 
   








despite an atypical phenotype [30], and indeed it has the Bsr3-a parS 
characteristic of Bcc c3. Conversely, B.xenovorans, despite a third 
chromosome, has no Bsr3-a parS, and it does not belong to the Bcc. 
A notable parallel to the Bsr family of Par systems is found in the 
Rhizobiales, whose secondary replicons and megaplamids are characterized 
by loci (repABC) that combine both partition (RepAB, analogous to ParAB) 
and replication control (RepC) functions [31]. As in the Bsr families, the parS 
sites of RepAB families are palindromes of 16 bp with a T-rich 5' end. The 
only prominent difference is that whereas the central dinucleotide in Bsr 
parS is CG, in Rep parS it is GC. Rhizobiales and Burkholderiales are from 
distinct proteobacterial taxons, alpha and beta respectively, but both are 
remarkable for the frequency of species that exhibit high versatility of habitat 
(variety of soil conditions, root nodules, bronchia...) and division of their 
genome into large replicons. Although the advantage conferred by split 
genomes is unclear [32], this correlation suggests that it could favour 
reorganization necessary for host adaptation. We propose that the 
diversification of an ancestral partition system (Rep or Bsr) into compatible 
descendants would have been central to emergence of the large secondary 
replicons that conferred this adaptability on Rhizobiales and 
Burkholderiales.  
Further analysis of the newly identified parS families reveals some 
interesting aspects. The internal 14 bp appears to be the essential 
component of parS palindromes: although palindromes may extend to 16 bp, 
positions 1 and 16 are the most variable, and our tests of parS-c1 and parS-
c3 in vivo and in vitro show these positions are less important. On the other 
hand the cores of Bsr palindromes vary less than theoretically possible. The 
central 6 bp of the parS sites in B.cenocepacia-c2, -c3 and -pBC, and in 
Ralstonia solanacearum-c2, consist of 2C, 2G, 1A and 1T (Table 1), 
respectively TGCGCA, CACGTG, CTCGAG and AGCGCT. Keeping the central 
CG, this base-composition would predict four additional sequences: 
ACCGGT, GACGTC, GTCGAC, TCCGGA. The core ACCGGT was indeed 
found, in the Bsr5 family (Figure 3), but three other such parS cores are still 
missing, suggesting either tighter constraints on composition or that 
   









genomes containing these parSs have not yet been sequenced. A few parS 
sites, e.g. those of the Bsr7 family and the Bsr3 variant 12D, have a slightly 
variant base-composition, suggesting some relaxation that allows generation 
of diversity. 
A more striking departure from the general parS form is seen in the 
plasmid integrated in c1 of Ralstonia pickettii 12J: its parS is not 
palindromic. Since four of the five parS motifs in the integrated replicon have 
the sequence 5'-GTTGTCACGTGGAAAC (asymmetric positions underlined), 
ParB-12J must be adapted to a non-symmetric binding site. The EMSA 
results are consistent with this conclusion:  ParB-12J shifts parS-12J more 
strongly than both the related palindrome parS-c3 and the less asymmetric 
repeat GTTGCCACGTGGAAAC. Preferential binding of a ParB dimer to a 
non-palindromic parS is surprising, as each parS arm is expected to interact 
with a ParB monomer. Binding of ParB-12J to parS-12J could occur 
stepwise: initial binding of one monomer could induce a conformational 
change in the second which allows it to bind the second arm.  
ParB-c3 memory for family centromeres: is it ancestral ?  
The Bsr3 family, with four subtypes, appeared the best-suited to 
address the question of whether ParBs can bind cousin centromeres. ParB of 
the chromosome 3 of J2315 (c3) represents the major sub-type, the three 
other being represented by plasmid 2 of Burkholderia vietnamensis G4 (G4), 
a plasmid integrated in c1 of R.pickettii 12J (12J) and plasmid 1 of R.pickettii 
12D (12D). In assessing which of these is closest to an ancestral form we 
assume that an ancestor possesses the most general properties and that 
descendants acquire a more restricted binding specificity that allows 
cohabitation with other Par systems. G4 is an example of the latter. 
B.vietnamiensis, the host of the plasmid carrying ParB-G4/parS-G4, is 
member of the Bcc and, as such, it also carries a Par-c3 system (i.e. Bsr3-a). 
Accordingly, G4 and c3 do not cross react. Indeed, despite their common 
core, CACGTG, parS-G4 and parS-c3 differ by 8 bases, and the DNA-binding 





Ralstonia pickettii 12DBurkholderia vietnamiensis G4
ATCTCCACGTGGAGAT
GTTTCAACGTTGAAACG4
Figure 8 – Evolution of an ancestral Bsr3-Par system.
The Par system found on chromosome 3 of the Burkholderia cepacia complex
chromosome 3 (c3) is proposed to keep keep most features (≡) of an ancestral Par
system: a ParB with relatively wide binding specificity and a parS typified by GTT ends
(red circles), a CACGTG core (red rectangle), and symmetry (red convergent arrows).
The ancestral form captured and frozen by c3 would have diverged on plasmids to, ,
generate the Par systems 12J, 12D and G4, each with a parS having lost one typical
feature. When managing two replicons of the same species, Par systems must have
diverged for the replicons to be compatible, i.e. overlapping ParB/parS binding is
avoided (ball lines). Where evolution has proceeded in different species, without the
requirement for compatibility, ParB/parS cross binding, i.e. family memory, is still
detectable (arrow lines).









In contrast, there is no problem of compatibility between Parc3 and 
Par12J or Par12D, the former being from Burkholderia, the two latter from 
Ralstonia. Both parS-12J and parS-12D bind to ParB-c3. parS-12J binds in 
spite of its asymmetry, of just two bases, discussed above. In addition, the 
pHTH domains of ParB-c3 and ParB-12J are very similar (Figure 7A). Most 
striking is parS-12D; it binds ParB-c3 despite differing from the cognate parS 
at fully three positions in each arm (4-6, 11-13). It appears that binding of 
ParB-c3 to parS-12D is based not on mere residual affinity for a degenerate 
site but on the recognition of this parS in its entirety. ParB-c3 thus 
manifests a family memory for centromere binding. 
ParB-c3 is the least specialized of the Bsr3 proteins tested. As noted 
above it binds two non-cognate, even distantly related, parS sites. Its frame 
is sufficiently adaptable to accommodate related DNA-binding domains in 
functional form. With parS-12D, the swapped ParB-c3HTH12D even mimics the 
band shift pattern observed with ParB-12D on its cognate parS (Figure 7E). 
These observations argue for ParB-c3 as the ancestor of the Bsr3 group. 
Likewise, parS-c3, with its symmetrical form, core CACGTG and terminal 
GTT, appears ancestral; each related parS has lost one of these features - 
12J the symmetry, 12D the core, G4 the ends (see Figure 8 for summary).  
Is a third chromosome emerging in Ralstonia pickettii ?   
The R.pickettii 12D strain carries two Bsr3-type Par systems, Par 12D 
on plasmid 1 and Par 12J on plasmid 2, the latter being an exact copy - 
proteins, parS sequence and repeat arrangement - of a Par system in  
R.pickettii 12J main chromosome. What is remarkable is that not only is 
Par12J identical in the two R.pickettii strains, but so, essentially, is its 
plasmid host. The 270kb p2 plasmid in the 12D strain is found integrated in 
the main chromosome of the 12J strain, with the border sequences that 
enabled the homologous recombination event still evident (Figure 9). While 
the 12J version of the p2-specific sequences are still 99% identical to those 
in 12D, the integrant has been enlarged to 380kb by the acquisition of 
blocks of DNA. Presumably this accretion can continue, up to and beyond 
the eventual excision of the replicon. It is frequently proposed that secondary 
Figure 9 - Ralstonia pickettii 12J chromosome 1 compared to plasmid 2 
R.pickettii 12D.
The sequence of the chromosome 1 of Ralstonia pickettii 12J from 1, 560, 000 to 1,
950, 000 is represented at the top. The complete sequence of the plasmid 2 of
Rasltonia pickettii 12D is plotted at the bottom. Both sequences share extensive
sequence homology and conserved global gene order Conserved blocks with 99% of.
identity are indicated in red. Blue blocks correspond to regions that switch strand
between both genomes and whose sequence conservation is above 80%. Duplicated
regions of about 6000 bp, presumably due to plasmid integration, are highlighted with
yellow blocks. (See also Methods).








chromosomes are derived from plasmids by horizontal gene transfer and 
genome shuffling [21][33]. We seem to be witnessing this situation in 
R.pickettii 12J. This strain is a melting pot from which a chromosome 3 is 
emerging, under the necessary constraints of the Par system that is most 
similar to the Par system controlling chromosome 3 of the Burkholderia 
cepacia complex. 
Conclusions  
Because of their protein and centromere similarities, the Par systems of 
B.cenocepacia  secondary replicons might share a common ancestry. Here we 
tested whether traces of such a relationship could be detected as overlapping 
ParBs-parS interactions. No overlapping binding was observed either in vivo 
or in vitro, confirming previous reports of narrow ParB-parS interaction 
specificity. Instead we discovered that other Par systems in the secondary 
replicons of the Burkholderiales share the features of those of B.cenocepacia, 
defining seven Par sub-families. One such sub-family is that of 
B.cenocepacia Par chromosome 3 (c3), extended to three cousin systems, one 
from a Burkholderia  vietnamiensis plasmid, and two from Ralstonia pickettii 
plasmids. Using EMSA, we found ParB-c3 able to bind both R.pickettii cousin 
parSs. Given the pattern of loss of ParB-c3 binding to mutant parS-c3 sites, 
its binding to one of the R.pickettii parS was unexpected. We suggest that 
such a non-cognate interaction indicates a family memory for a wider 
spectrum of parS sequences, which was detected because the cousin 
systems evolved in different species (Burkholderia and Ralstonia), without 
the constraint of maintaining inter-replicon compatibility. EMSA analysis of 
the binding properties of modified ParB-c3 proteins, together with the 
consensual structure of parS-c3, allowed us to propose that the Par-c3 
system has kept most of the properties of the subfamily ancestor (Figure 8). 
In addition, the R.pickettii Par system  most closely related to Par-c3, is 
present in a plasmid which is integrated in the largest chromosome of 
R.pickettii and seems to have acquired blocks of DNA not seen in the 
corresponding autonomous plasmid. We suggest that a third chromosome is 
emerging in R.pickettii, under the control of a Par-c3-like system.  
   










In vivo determination of parS toxicity 
parS sites of J2315 and mutated derivatives were obtained by annealing 
two oligonucleotides (Eurogentec) complementary at the 3’end but carrying 
at the 5’ end either a EcoR1 or a MluI overhang. The duplex was cloned 
between the EcoRI and MluI sites of the broad host range, multy-copy, CmR 
vector pMMB206 [34]. parS+c2 and parS+pBC clusters were obtained by PCR 
amplification of J2315 genomic DNA. PCR fragments were cut with ApaI and 
HindIII, or ApaI and HpaI and cloned in pMMB206 similarly cut. 
Recombinant plasmids were introduced in the J2315 derivative strain Mex1 
by electrotransformation as described [35]. Cells were spread on LB agar 
with chloramphenicol (40 µg/ml), and incubated at 37°C. From day 2 to day 
7, colonies were scored twice a day. 
Sources of Burkholderiales ParBs  
Genomic DNA from Burkholderia cenocepacia J2315 (DSMZ), 
Burkholderia vietnamiensis G4 (J. Tiedje, Michigan State University), 
Polaromonas naphthalenivorans CJ2 (DSMZ), Polaromonas sp JS666 (ATCC), 
Ralstonia pickettii 12D and 12J (T. Marsh, Michigan State University), 
Ralstonia solanacearum GMI1000 (M. Arlat, INRA, Toulouse, France), 
Rhodoferax ferrireducens DSM 15236 (D. Lovley, University of 
Massachusets), were used to amplify parB genes.  
ParB cloning and extract preparation 
Wild-type parB genes of J2315 and other Burkholderiales were 
amplified by PCR from start to stop codon on genomic DNA. Primers were 
designed with a consensus Shine Dalgarno sequence inserted 7bp upstream 
the start codon. parBs were inserted under the Pbad promoter into the 
pDAG127 vector [36] deleted of the sopA gene by NheI /HindIII or 
EcoR1/HindIII digestion. Directed mutagenesis of the putative HTH of 
J2315-c3 and Ralstonia pickettii 12D parBs in pDAG127 was ordered from 
Genscript. Recombinant plasmids checked by sequencing were 
electrotransformed into the Escherichia coli strain DLT812 [37].  Cells grown 
   









in LB at 37°C to OD600  0.25 were induced with 0.1% arabinose (final 
concentration), incubated for 4h at 37°C and chilled on ice for 10 min. 
Subsequent steps were carried out at 4°C. Cells were centrifuged, washed 
with TNE (Tris-HCl 50mM pH7.5, NaCl 50mM, EDTA 1mM), and 
resuspended in TNES (TNE, sucrose 20%) at an OD600 of 300. Lyzozyme was 
added at 400 µg/ml and cells were incubated for 5 min then frozen with 
liquid nitrogen and thawed on ice. Lysis buffer (TNES, NaCl 660mM, 
dithiothreitol 4.5mM) was added to bring the OD600 to 200, and the mixture 
was incubated for 10min. Cells were then lysed by sonication. After at 
centrifugation at 10,600g, the supernatant was centrifuged again at 
20,800g. The final supernatant was then frozen with liquid nitrogen and 
stored at -20°C. 
Gel shift assays 
parS DNA probes obtained by annealing 26 base oligonucleotides PAGE 
purified (Sigma) were 32P-labeled with T4 polynucleotide kinase. 10 g total 
protein extracts of E.coli  were added to the probes  (1nM in 50mM Tris-HCl, 
pH 7.5, 100mM NaCl, 10% glycerol) on ice, then  incubated for 10 min at 
room temperature prior to electrophoresis on 5% polyacrylamide gels in TBE 
buffer (90mM Tris-borate, 1mM EDTA) at 160V for 2h at 4°C. The gels were 
dried on Whatman DE81 paper and exposed to a PhosphorImager screen 
(Fuji). 
Bioinformatics analysis 
To detect parS motifs, defined 14 bp palindromic sequences with a 
central CG were first used as queries at NCBI/BLAST/ with the program 
adapted for short nearly exact matches of the blastn suite, on all bacterial 
genome sequences. A second analysis was carried out with the proteins ParA 
and ParB encoded by chromosome 2 of Ralstonia eutropha used as queries to 
perform  similarity searches with the BLASTP2 program of the BLAST suite 
[38]. The search was carried out on all protein sequences deduced from the 
genome annotations of completely sequenced Burkholderiales genomes 
(chromosomes and plasmids) downloaded from the EBI site 
(http://www.ebi.ac.uk/genomes/) and incomplete genome from the NCBI 
   









(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). The vicinity of parAB loci was explored 
using PatScan [39] for the presence of palindrome motifs of at least 14 bp 
with a central CG with one mismatch allowed.  
Multiple alignment was generated with MAFFT [40] and edited with 
Jalview [41]. A maximum likelihood tree was generated with PhyML [42], 
using the JTT amino acid substitution model of evolution [43], four 
categories of substitution rate and 1000 bootstrap replicates. Tree topology, 
branch length and substitution rate parameters were optimised. The tree is 
rooted using NJplot [44], drawn using Treedyn [45] and coloured according 
to ParB subfamilies. 
Comparisons between the chromosome 1 from Raltonia pickettii 12J and 
plasmid 2 from Ralstonia pickettii 12D sequences was performed with the 
Artemis Comparison Tool [46] (http://www.sanger.ac.uk/Software/ACT).  
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D. Compléments à l’article 
Pour des raisons de clarté, certains points ont été peu développés dans l’espace 
restreint de l’article. Je reprends donc ici une partie des données déjà présentées afin de 
compléter leur analyse et interprétation. 
1. Comparaison des résultats in vivo et in vitro pour la fixation de ParBc3 
Alors que les tests de toxicité in vivo indiquent une faible tolérance aux mutations de 
parSc3 (figure 47), les tests par retards sur gel in vitro montrent que ParBc3 peut se fixer à 
des sites parS divergents (article figures 4 et 5). La fixation des sites parS cousins pouvant 
être due à des compensations des mutations entre elles, j’ai testé ces sites pour leur 
toxicité in vivo. Aucun des sites parS12D, parS12J, parS12J# ou parSG4 ne se sont avérés 
toxiques, alors que ParBc3 retarde les sondes correspondantes in vitro, en particulier 
parS12J (article figure 4). Les conditions du test in vivo semblent donc beaucoup plus 
strictes que celles du test in vitro. Ceci peut être dû à la compétition in vivo avec le cluster 
natif de parSc3 sur c3. De plus, la fixation de ParBc3 sur le cluster est probablement 
renforcée par la proximité des répétitions de parSc3 qui stabilisent des interactions non 
spécifiques avec l’ADN entre deux sites. La compétition avec ce cluster défavorise donc 
fortement la fixation sur les sites parSc3 en excès in vivo, et empêche la fixation de ParBc3 
sur ces derniers dès lors que leur affinité est faiblement diminuée. A l’inverse, in vitro cette 
compétition est absente et permet donc d’observer la fixation de ParBc3 sur des sites de 
moindre affinité. 
2. Interactions croisées dans le groupe Bsr3 
Certains points de discussion supplémentaires méritent d’être évoqués ou complétés 
au sujet du groupe Bsr3.  
Les résultats des retards sur gel indiquent que parmi les mutations entre parSc3 et 
parS12D, la mutation T5C à elle seule abolit quasiment la fixation de ParBc3 sur parSc3 
(article figure 5). ParBc3 se fixant néanmoins sur parS12D (article figure 4), cela signifie que 
les mutations G4T et C6A compensent en partie l’effet de T5C. Ceci permet d’expliquer la 
forte réduction d’affinité de ParBc3 entre parS12J et parS12J# (article figure 4). parS12J 
comporte des mutations sur un seul demi-site par rapport à parSc3, G4T et T5C, G4T 



























Figure 48 | Profils de fixation de protéines ParBc3 et ParB12D dont les domaines pHTH sont mutés.
Les interactions ParB-parS sont visualisées par retard de migration sur gel. Les sondes parS et les protéines 
ParB utilisées sont indiquées sous les gels, la nomenclature est la même que dans la publication. 
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comporte, en plus des deux mutations de parS12J, la mutation T5C sur l’autre demi-site. 
parS12J est donc composé d’un demi-site strictement identique à parSc3 et d’un demi-site 
pour lequel ParBc3 conserve une bonne affinité grâce à la compensation de T5C par G4T. A 
l’inverse, parS12J# est composé d’un demi-site présentant une bonne affinité pour ParBc3, 
et d’un demi-site présentant une affinité très faible pour ParBc3 puisque T5C n’y est pas 
compensée. Ceci empêche donc la formation efficace d’un complexe ParBc3-parS12J#. 
Un autre point méritant discussion est l’absence d’interaction croisée entre le couple 
ParBG4-parSG4 (Bsr3-d) et les autres couples ParB-parS du groupe Bsr3 (article figure 4). 
Une des modifications de parSG4 par rapport aux autres parS du groupe est la transition 
T3C. Or la position T3 s’avère très conservée, non seulement dans le groupe Bsr3, mais 
encore dans tous les groupes Bsr, parSG4 étant la seule exception à cette conservation 
(article figure 3). Il paraît donc plausible que cette seule modification T3C soit responsable 
d’une grande part de la perte d’interaction croisée avec les autres membres de Bsr3. Le 
système Bsr3-d semble avoir évolué sous la contrainte de compatibilité avec Bsr3-a, le type 
Bsr3 ancestral, du fait de la cohabitation de son réplicon avec un chromosome 3 porteur 
d’un système Bsr3-a. Ceci semble donc avoir eu pour conséquence une modification d’une 
base hyper-conservée, qui a amené à la perte d’interaction croisée avec tous les autres 
systèmes Bsr. 
3. Mutations des domaines pHTH de ParBc3 et ParB12D 
Certaines mutations des domaines pHTH de ParBc3 et ParB12D, apportant moins 
d’informations que les autres, n’ont pas été présentées dans l’article. Je présente ici les 
données pour trois mutants supplémentaires de ParBc3 et un mutant supplémentaire de 
ParB12D. 
Les trois mutants de ParBc3 comportent des changements dans une seule des deux 
hélices du domaine pHTH, correspondant aux différences majeures entre parBc3 et 
ParB12J ou ParBG4 (voir les séquences en Annexe 4). Les mutations dans l’hélice H1 ou 
dans l’hélice H2 rapprochant de ParB12J ont le même effet que le remplacement du HTH 
complet sur les différentes affinités testées (figure 48A). Les mutants conservent un 
comportement similaire à la protéine sauvage, indiquant que les différences de spécificité 
entre ParBc3 et ParB12J sont situées hors du pHTH. Le changement de résidus de l’hélice 
H1 du pHTH de ParBc3 pour les résidus correspondants de parBG4 n’affecte pas non plus 
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l’affinité pour les différents parS testés, alors que le remplacement du HTH complet réduit 
fortement l’efficacité de fixation sur toutes les sondes (figure 48B). L’hélice H1 des 
domaines HTH étant une hélice de fixation, alors que H2 est une hélice de spécificité, il 
semble ici que le changement de H1 ait peu d’impact, l’hélice conservant une fonction 
générale de fixation à l’ADN, alors que les changements de H2, apportant des contraintes 
de spécificité contradictoires avec le reste de la protéine, affectent fortement son efficacité 
de fixation. 
Le mutant de ParB12D correspond au remplacement de la totalité de son domaine 
pHTH par celui de ParBc3. Alors que tous les autres mutants ont des profils de production 
similaires à la protéine sauvage correspondante, ParB12DHTHc3 semble très peu soluble 
(Annexe 3). En conséquence, l’extrait brut surproduisant cette protéine est très peu 
efficace en retards sur gel (figure 48C). Alors que le domaine pHTH de parB12D est 
supporté par ParBc3, l’inverse paraît perturber la structure générale de ParB12D, suggérant 
que cette dernière est plus étroitement adaptée à son pHTH que ne l’est ParBc3, renforçant 
l’idée de l’ancestralité de parBc3 dans le groupe Bsr3. Malgré la faible activité de l’extrait 
brut ParB12DHTHc3, une interaction faible est tout de même observable avec parS12D 
seulement. Ceci indique que la protéine mutante conserve l’affinité majeure définie par le 
corps de la protéine, plus que par le domaine pHTH. 
L’ensemble des données sur les mutants pHTH indique que ce domaine est bien 
impliqué dans la fixation de l’ADN, mais que des déterminants importants de spécificité n’y 
sont pas localisés et restent à découvrir. 
4. Analyse in vitro de la spécificité d’interaction ParBc1-parSc1 
L’article étant centré sur les systèmes de réplicons secondaires, l’analyse de 
l’interaction ParBc1-parSc1 y est peu développée et méritait donc d’être reprise ici. 
J’ai testé l’interaction de ParBc1 avec des variants de parSc1 en utilisant un extrait brut 
d’E.coli surproduisant ParBc1 incubé avec des sondes parS radiomarquées de 26pb 
comportant les variants de parSc1. Les interactions sont révélées par retard de migration 
de la sonde sur gel d’électrophorèse. A l’inverse de ParBc3, ParBc1 ne se fixe pas in vitro sur 
des séquences non toxiques in vivo. Cette différence entre ParBc1 et ParBc3 s’explique par 










































Figure 49 | Fixation in vitro de ParBc1 sur des sites parSc1 mutés
Les interactions ParB-parS sont visualisées par retard de migration sur gel. Les réactions sont réalisées avec 
10µg d’extrait brut contenant ParBc1 ou aucun ParB. S0, sonde témoin neutre; SPpu, site parS de Pseudomo-
nas putida différant de parSc1 par les transitions palindromiques T5C-A12G; Sc1*B, mutations palindro-
miques T1G-A16C; T5A, T1A, T1G et T3C, mutations uniques. Les couleurs indiquent l’effet in vivo : vert, 
toxicité proche de parSc1, orange, toxicité réduite, gris, perte totale de toxicité. * Bande retardée due à la 
fixation de protéines d’E.coli sur la sonde.
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plus haut), et par la position isolée des sites parSc1 natifs qui exerceraient donc une 
compétition moins forte in vivo que le cluster de parSc3. C’est pourquoi, alors que j’ai 
privilégié des mutations palindromiques de parSc3 dans les tests in vitro, j’ai ici privilégié 
des mutations uniques sur un seul bras de parSc1. En effet j’ai constaté dans les tests in vivo 
qu’une même mutation (T1G) affecte davantage la toxicité (donc la fixation de ParBc1) 
sous la forme palindromique. Afin de faciliter la détection de la fixation de ParBc1 in vitro 
j’ai donc limité les mutations palindromiques.  
Dans l’ensemble les résultats in vitro sont assez cohérents avec ceux obtenus in vivo 
mais permettent de les affiner. En effet les tests in vitro ont révélé des différences d’affinités 
peu ou pas visibles in vivo (figure 49). Ainsi le site parS de Pseudomonas putida (parSPpu), 
aussi toxique in vivo que parSc1, est un peu moins efficacement retardé que parSc1, 
indiquant une affinité légèrement plus faible pour ParBc1. De manière plus marquée, entre 
les deux transversions testées à la première position, dont les effets in vivo sont très 
similaires, il apparaît cette fois une forte différence dans l’efficacité de fixation de ParBc1. 
Par ailleurs, la transition T3C, qui affecte fortement la toxicité in vivo, abolit in vitro la 
fixation de ParBc1, indiquant que le seuil de détection de l’interaction ParBc1-parS est plus 
élevé dans les tests de retards sur gel que dans les tests de toxicité in vivo. Globalement, il 
semble donc que la gamme de résolution des affinités de fixation de ParBc1 se situe au 
niveau d’affinités plus fortes dans les tests in vitro que dans les tests in vivo, dans lesquels la 
saturation est plus vite atteinte. 
De manière surprenante cependant, le test in vitro ne révèle pas de différence 
d’affinité significative entre les formes simples et palindromiques de la mutation T1G 
(figure 49), alors qu’une différence de toxicité est visible in vivo. Ceci suggère qu’in vitro la 
réduction d’affinité sur un demi-site suffit à déstabiliser la fixation du dimère de ParBc1 sur 
le site entier autant que si les deux demi-sites sont mutés. In vivo, la fixation du dimère via 
le demi-site sauvage est probablement stabilisée par des interactions non-spécifiques avec 
l’ADN flanquant, absent dans le test in vitro, ce qui expliquerait la divergence de résultats 
observés. 
5. Analyse in vitro de la fixation de ParBc2 sur des parS proches 
Bien que j’aie surtout étudié les couples ParBc1-parSc1 et ParBc3-parSc3, j’ai aussi testé 
















































Figure 50 | Activité in vitro de ParBc2
Les interactions ParB-parS sont visualisées par retard de migration sur gel. 
A. Test d’interactions croisées entre les familles Bsr2, Bsr4 et Bsr6. Les réplicons d’où sont issues les protéines 
ParB et les séquences parS sont indiquées sous le gel. 0, extrait brut sans ParB ou sonde témoin neutre ; c2, 
chromosome 2 de J2315 ; Rsol, chromosome 2 de Ralstonia solanacearum GMI1000 ; Pnap, plasmide 2 de 
Polaromonas naphtalenivorans CJ2.
B. Test d’interaction des parB de J2315 avec des sondes parS chimères. Les réplicons d’où sont issues les 
protéines ParB et les demi-sites des chimères parS sont indiqués sous le gel avec le code couleur habituel.
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tester la variation interne T12C présente dans deux des répétitions natives de parSc2 afin 
de savoir si ces répétitions contribuent réellement au cluster de parSc2. ParBc2 retarde la 
sonde parSc2T12C quasiment aussi efficacement que la sonde parSc2 consensus, indiquant 
que la mutation T12C affecte peu l’affinité pour ParBc2 et que les variants naturels sont des 
sites fonctionnels (figure 50A). 
Les sites parS des groupes Bsr4 et Bsr6 étant proches de parSc2, j’ai également testé 
les interactions croisées entre ces groupes (figure 50A). ParBc2 ne se fixe sur aucun des 
deux autres parS indiquant que les changements entre ces sites et parSc2 abolissent 
l’affinité pour ParBc2. Les deux autres ParB, dans les conditions utilisées, sont peu actifs et 
la faiblesse de l’interaction avec leur parS partenaire empêche de conclure à une absence 
d’affinité pour les autres sites. 
Lors des tests de fixation de parBc3 sur les parS chimères, j’ai aussi testé la fixation de 
chacun des autres ParB de J2315 sur les chimères correspondantes (figure 50B). ParBc2 est 
le seul à se fixer sur la chimère de son parS avec parSc3. J’avais déjà noté, lors des tests in 
vitro d’interactions croisées entre parB et parS de J2315, que la seule interaction croisée 
détectable a lieu entre ParBc3 et parSc2. Il semble donc que les systèmes parABSc2 et 
parABSc3 aient conservé une “mémoire” partielle de leur proximité phylogénétique, visible 
sur l’arbre des ParB présenté dans l’article. 
E. Tentative de mise au point d’un crible d’interaction ParB-parS en système 
hétérologue in vivo 
Afin d’étudier les déterminants de spécificité des protéines ParB, nous voulions mettre 
en place in vivo un crible de l’interaction de mutants de ParB avec des sites parS. Le 
principe de ce crible est d’utiliser la capacité de stabilisation des systèmes parABS (voir 
Introduction). Un plasmide de type mF (1 à 2 copies par cellule) porteur d’un site parS ne 
sera stabilisé par un opéron parAB (porté par un vecteur d’expression), que si la protéine 
ParB exprimée reconnaît le site parS. En utilisant un rapporteur coloré de la présence du 
mF, visible au niveau de la colonie, cette stabilisation se traduira par une coloration 
homogène des colonies, alors que l’absence de stabilisation se traduira par une 
sectorisation des colonies due à la perte aléatoire du mF (figure 51A). Un tel crible 
permettrait de cribler directement sur colonies des banques de mutants de ParB, mais 
Figure 51 | Effet des systèmes parABS de J2315 sur la stabilité de mF*GFP
Les photos sont des prises de vue en fluorescence, l’intensité de gris traduisant l’intensité du signal fluores-
cent.
A. Exemple de sectorisation des colonies. La souche striée sur un milieu sans pression de sélection 
(Chloramphénicol) porte seulement le mF*GFP qui est perdu de manière aléatoire lors de la croissance, géné-
rant des secteurs non fluorescents dans les colonies.
B. Stabilisation du mF*GFP par parABSc1, parABSc2 et parABSpl. Les souches, striées sur milieu sans chloram-
phénicol, portent un vecteur d’expression de l’opéron parAB indiqué, ainsi qu’un mF*GFP portant le site parS 
indiqué (Φ, aucun parS). Noter la réduction de sectorisation lorsque parS correspond à l’opéron.
C. Extinction de la fluorescence par parABSc3. Les souches, striées sur milieu avec ou sans Chloramphénicol, 
portent le vecteur d’expression de parABc3 et un mF*GFP avec ou sans parSc3.
A.
parABc1
parABc2 parABplparABpl + Φ+ Φ






+ Φ+ Φ + parSc3 + parSc3
parABc3parABc3parABc3
+ Chloramphénicol - Chloramphénicol
C.
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aussi de parS. Afin d’éviter les mutations de perte totale de fonction (protéines tronquées 
ou déstructurées), il serait préférable de rechercher des mutants gain de fonction de ParB 
rétablissant l’interaction avec une séquence parS mutée, plutôt que des mutants de ParB 
abolissant l’interaction avec le site parS partenaire. 
Malheureusement, ce crible n’a pas pu être mis en œuvre à cause de difficultés au 
niveau du rapporteur de la présence du mF. Classiquement, le rapporteur utilisé pour la 
présence d’un plasmide est le gène lacZ, qui confère à la colonie une coloration bleue sur 
milieu contenant du X-gal. Cependant, les données de notre équipe indiquent que ce 
gène, pour une raison inconnue, déstabilise le mF. Nous avons donc choisi d’utiliser un 
autre gène rapporteur, celui de la GFP. La détection de fluorescence dans les colonies est 
possible au laboratoire par prise de vue des boîtes de Petri en fluorescence. J’ai donc 
entamé la construction d’un mF dépourvu de système de partition et porteur du gène gfp. 
1. Tests préliminaires de stabilisation d’un mF-gfp 
La première construction que j’ai tentée utilise un gène gfp avec son propre 
promoteur, cloné dans un site de clonage multiple placé en aval du promoteur du gène 
rpsL sur un mF dépourvu de système de partition et porteur d’une résistance au 
Chloramphénicol (voir la carte en Annexe 11). Le clonage de la cassette gfp laisse une 
grande partie du site de clonage multiple en aval, ce qui permet l’introduction de sites 
parS. Cette construction n’a permis l’obtention que de très peu de clones suffisamment 
fluorescents, et il s’est avéré par la suite que le nombre de copies du mF y est dérégulé, ce 
qui explique que l’expression de la GFP y soit augmentée par dosage de gène. Ce plasmide 
dérégulé, noté mF*GFP, a néanmoins été utilisé dans des tests préliminaires avant que je 
m’aperçoive du problème de nombre de copies. 
Le crible envisagé utilisant la stabilisation de mF*GFP par un site parS et un opéron 
parAB, j’ai commencé par tester la visibilité sur colonie de la stabilisation avec les systèmes 
parABS complets de J2315. Afin d’obtenir la meilleure stabilisation possible, j’ai utilisé les 
vecteurs d’expression à haut nombre de copies de parABc1, parABc2 et parABpl, ainsi que le 
vecteur à bas nombre de copies de parABc3 (voir Introduction). De plus parABc2 est muté 
dans son parS interne afin d’éviter l’auto-répression de l’opéron par ParBc2. Dans ces 
conditions, en absence de pression de sélection pour mF*GFP, parABc1, parABc2 et parABpl 




















       
Figure 52 | Test d’activité in vivo des
parBc1HTH.
A.Test de sectorisation des colonies portant
les vecteurs d’expression des parABc1HTH

























































in iqu s, et es mF GFPparS in iqu s ,
aucun parS). Les souches sont striées sur
des milieux sans Chloramphénicol.
L’intensité des gris traduit l’intensité de
fluorescence.
B.Test de stabilité des mF*GFPparS en
milieu liquide en absence de


























c1indique le parS porté par le mF*GFP, le
contour indique le domaine HTH
remplaçant celui de ParBc1 (gris, aucun
parS; violet, c1; bleu, c2; rouge, c3; vert,
pBC).
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partenaire (figure 51B), indiquant que la stabilisation de mF*GFP est visible sur les colonies. 
Le cas de parABc3 est plus surprenant : l’expression de l’opéron éteint la fluorescence 
spécifiquement lorsque parSc3 est présent sur mF*GFP (figure 51C). J’observe aussi une 
diminution du nombre de colonies obtenues lors de l’étalement sur un milieu en présence 
de la pression de sélection pour mF*GFPSc3. Ceci s’explique par l’étalement de ParBc3 
autour de parSc3, placé entre les gènes gfp et cam (résistance au Chloramphénicol), 
conduisant à la répression de ces deux gènes, et donc à une réduction de la fluorescence 
sous le seuil de détection, ainsi qu’à la réduction de la résistance au Chloramphénicol. La 
fixation de ParBc3 sur un site parS porté par mF*GFP se traduit donc, non pas par une 
réduction de la sectorisation des colonies, mais par l’extinction de la fluorescence. 
J’ai ensuite voulu utiliser ce crible pour tester l’échange du domaine HTH entre les 
ParB de J2315. Le système parABSc1 étant le seul à assurer une stabilisation totale de mF, 
j’ai choisi de remplacer le HTH de ParBc1 par ceux des autres ParB. Les opérons parAB 
hybrides résultants ont été testés avec le parSc1 et le parS correspondant au HTH. La 
sectorisation des colonies paraissait peu affectée par les différentes constructions (figure 
52A), néanmoins il était possible que des stabilisations partielles soient difficilement 
détectables par la sectorisation des colonies. Aussi ai-je réalisé des tests de stabilisation 
classiques en milieu liquide. Ceux-ci n’ont révélé aucune différence significative entre le 
taux de perte aléatoire du mF*GFP sans parS ou avec parS en présence des différentes 
constructions (figure 52B), indiquant que les ParBc1HTH ne sont pas fonctionnels. Je n’ai 
donc pas poursuivi leur étude. De plus les taux de perte aléatoire, proches de 1%, étant 
trop faibles par rapport au taux attendu de 5~7%, indiquaient la dérégulation du nombre 
de copies de mF*GFP. Cette dérégulation est confirmée par la quantité de matériel 
plasmidique extrait des cellules par miniprep en comparaison avec le mF d’origine3. Cette 
réduction du taux de perte diminue le niveau de sectorisation et rend donc plus difficile le 
repérage de stabilisation partielle. 
2. Amélioration de la production de la GFP 
Afin de retrouver un taux de perte aléatoire suffisant, j’ai ensuite cherché à améliorer 
la production de la GFP pour rendre la fluorescence détectable sur les colonies, même avec 
                                                          
3 Le séquençage de la région incC du mF*GFP, impliquée dans le contrôle du nombre de copies, n’a pas 























Figure 53 | Amélioration de la fluorescence 
conférée par un mF-gfp
L’intensité de gris traduit l’intensité de signal 
fluorescent. Les différentes constructions portées 
par les souches sont indiquées en vert (différents 
mF-gfp) ou en gris (mF d’origine) en périphérie 
des boîtes. La présence ou absence de pression 
de sélection pour le mF est indiquée au centre 
des boîtes (Cm, Chloramphénicol). Avec mFecGFP, 
en absence de Cm, noter la présence de colonies 
quasiment blanches (non fluorescentes), nette-
ment contrastées par rapport aux colonies 
sombres (fluorescentes).
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le faible nombre de copies du mF. Les cartes des plasmides construits dans ce but sont 
disponibles en annexe 11. J’ai tout d’abord placé le gène gfp, avec une séquence de Shine-
Dalgarno consensus, sous contrôle du promoteur PrpsL déjà présent sur le mF en amont du 
site de clonage (rpsL est un gène ribosomique, donc fortement exprimé de manière 
constitutive). Cette deuxième construction, notée mFGFPb, est un peu meilleure que la 
première, mais ne permet pas une fluorescence suffisante pour bien identifier les colonies 
sectorisées (figure 53). 
J’ai ensuite utilisé une autre version de gfp, codant pour la même séquence protéique 
mais utilisant des codons différents. Cette version est placée sous contrôle du promoteur 
inductible Ptet. Ce mFeGFPt, bien qu’en absence du répresseur TetR de Ptet, s’est avéré 
moins efficace pour la fluorescence que mFGFPb (figure 53). 
Finalement, j’ai eu l’opportunité de commander un gène gfp synthétique, ce qui m’a 
permis d’optimiser les codons pour la traduction chez E.coli et d’ajouter une séquence 
Shine-Dalgarno consensus, un promoteur consensus basé sur PrpsL, et un terminateur de 
transcription de gène ribosomique. J’ai ensuite placé cette cassette d’expression dans le 
site de clonage multiple en aval de PrpsL, sur le mF dépourvu de système de partition. Cette 
fois, les colonies porteuses de mFecGFP sont suffisamment fluorescentes pour être 
clairement identifiées, et la sectorisation des colonies est repérable (figure 53). Ce plasmide 
est donc à présent utilisable pour mettre en place la suite du crible. 
3. Tests préliminaires de l’extinction de gfp par ParBc3 
Bien que mF*GFP ne puisse pas être utilisé dans un crible de stabilisation, l’extinction 
de fluorescence par ParBc3 en présence de parSc3 permet tout de même une utilisation de 
ce plasmide. Afin de vérifier la possibilité de détecter ainsi des interactions plus faibles que 
celles ayant lieu entre ParB et parS partenaires, j’ai testé l’interaction entre ParB et parS de 
parABSc3 et parABS12J. Ces interactions ne sont pas détectables dans le test de toxicité 
chez Bcen, mais très efficaces in vitro, et sont donc adaptées pour tester la sensibilité de ce 
nouveau crible. Le site parS12J étant asymétrique j’en ai testé les deux orientations 
possibles. Le test n’étant ici pas basé sur la stabilisation mais sur l’extinction de gènes, seul 
ParB est nécessaire. J’ai donc utilisé les vecteurs de production des ParB pour les extraits 
bruts, ce qui m’a permis de disposer de ParB12J sans clonage supplémentaire. ParBc3 















Figure 54 | Test par extinction de gène de l’interaction ParB-parS de la famille Bsr3.
En haut l’intensité de gris traduit l’intensité de fluorescence. En bas, la même image avec les intensités de 
fluorescences traduites sur tout le spectre coloré (en rouge les fortes intensités, en bleu les faibles intensités). 
Les souches portent un vecteur de production de ParB indiqué en haut en rouge et un mF*GFP portant un site 
parS indiqué à gauche en vert (Φ, aucun ParB ou parS). Noter la réduction de fluorescences avec parBc3 en 
présence des différents parS, et l’effet opposé de ParB12J.
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sur le mF*GFP (figure 54). Par contre ParB12J, pourtant très proche phylogénétiquement 
de ParBc3, a l’effet inverse et active la fluorescence, même en absence de parS. En présence 
d’un site parS reconnu par ParB12J en aval de gfp, l’activation de fluorescence pourrait 
s’expliquer par une plus grande efficacité de terminaison de transcription de gfp due au 
blocage de la polymérase ARN par ParB12J fixé sur le site parS. En l’absence de parS en 
revanche, ce phénomène est difficilement explicable. 
Finalement, ce test d’extinction ne semble donc pouvoir être utilisé dans sa 
configuration actuelle qu’avec ParBc3. Le clonage de parS juste en amont de gfp plutôt 
qu’en aval pourrait cependant contourner cette limite, le blocage de transcription étant 
probablement plus efficace au niveau du promoteur. Il serait à présent intéressant de 
tester l’extinction de gfp avec d’autres parS moins bien reconnus. 
F. Conclusion sur la spécificité d’interaction parB-parS 
Les quatre systèmes parABS de Bcen J2315 sont phylogénétiquement proches les uns 
des autres, mais ne présentent néanmoins pas d’interaction croisée. Cette étroite auto-
spécificité est liée à la forte sensibilité des ParB aux changements de leurs cibles parS 
partenaires. Ceci se traduit in vivo par la perte de toxicité de mutants ponctuels de parSc1 
et parSc3. Seules les positions 1 et 5 de parSc1, ainsi que les positions 1 et 6 de parSc3, 
peuvent être mutées sans perte de toxicité.  
La recherche bioinformatique de systèmes parABS proches, afin de mieux comprendre 
les mécanismes de spécificité, a révélé l’existence d’un ensemble de familles de systèmes 
parABS évolutivement apparentées, exclusives des réplicons secondaires des 
Burkholderiales. La famille Bsr3, à laquelle appartient parABSc3, a permis d’avancer dans la 
compréhension de l’interaction parB-parS et son histoire évolutive. Les interactions 
croisées entre ParB et parS de Bsr3 révèlent par exemple que la transition T5C de parSc3, 
qui abolit quasiment la fixation de ParBc3, est partiellement compensée dans parS12D par 
d’autres mutations, permettant une interaction croisée parBc3-parS12D. Ce phénomène 
suggère que les positions concernées (4 à 6) sont impliquées dans la structure du site parS 
nécessaire au positionnement correct de ParBc3 sur parSc3.  
L’absence d’interaction croisée entre certains membres de la famille Bsr3 semble liée à 
la cohabitation des systèmes variants dans les mêmes souches. Ainsi Bsr3-d, qui n’interagit 
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pas avec les autres Bsr3, est porté par un plasmide cohabitant avec un chromosome 3 
portant Bsr3-a, le type ancestral de la famille Bsr3. De même Bsr3-b et Bsr3-c 
n’interagissent pas (ou très faiblement) entre eux et sont portés par des plasmides qui 
cohabitent dans la même cellule. Les systèmes parABS semblent donc évoluer sous la 
pression de l’incompatibilité entre deux réplicons engendrée par des systèmes parABS 
trop proches. L’absence d’interaction entre les différentes familles Bsr indique que 
l’évolution des systèmes parABS se fait aussi par spéciation, l’ensemble de ces deux 
moteurs conduisant à la grande diversité observée. 
Afin de comprendre les déterminants de spécificité des protéines ParB, deux 
approches ont été initiées. Une mutagénèse dirigée des domaines pHTH de ParBc3 et 
parB12D a été réalisée, guidée par la comparaison des séquences des protéines ParB de la 
famille Bsr3. Ceci a permis de démontrer l’implication du pHTH dans la fixation à parS, bien 
que les déterminants majeurs de spécificité semblent situés hors de ce domaine. Par 
ailleurs, un crible in vivo a été envisagé, basé sur les capacités de stabilisation des 
plasmides, qui permettrait de cribler une banque de mutants aléatoires de différents parB. 
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Discussion et perspectives 
I. Conclusion générale 
Par l’étude de mutants de délétion des opérons parAB et d’excès de sites parS, mes 
travaux de thèse ont permis de démontrer l’importance de chacun des quatre systèmes 
parABS de Burkholderia cenocepacia J2315 pour la croissance, la viabilité et la ségrégation, 
avec des niveaux d’importance variable selon les réplicons. La diversité des phénotypes 
cellulaires observés et la variabilité de la fréquence d’apparition de suppresseurs 
suggèrent que les systèmes des différents réplicons peuvent avoir des fonctions 
différentes. Néanmoins les trois systèmes chromosomiques ont en commun la fonction de 
ségrégation de la région origine de leur propre réplicon, comme le démontre la perte de 
localisation de ces régions dans les mutants étudiés. L’implication de parABSpl dans la 
ségrégation de son réplicon reste à confirmer tant que le problème des suppresseurs n’a 
pas été écarté. 
La cohabitation des quatre systèmes parABS dans une même cellule nécessite 
l’absence d’interaction croisée entre eux. Au niveau de l’interaction ParB-parS, ceci est 
possible grâce à l’étroite spécificité d’interaction entre les partenaires, visible par la faible 
tolérance aux mutations de parSc1 et parSc3 dans des tests de toxicité chez Bcen. La 
recherche de systèmes parABS proches, afin de mieux comprendre les bases de l’auto-
spécificité de cette interaction, nous a conduits à identifier un ensemble de systèmes 
parABS apparentés, exclusifs des réplicons secondaires des Burkholderiales. L’analyse plus 
précise du sous-groupe Bsr3, auquel appartient parABSc3, a permis de démontrer 
l’implication d’un domaine HTH probable dans la fixation de ParB sur parS, et de mettre en 
évidence une implication de la pression de compatibilité dans l’évolution et la 
diversification des systèmes parABS. Afin d’aller plus loin dans la compréhension de 
l’interaction ParB-parS, j’ai mis au point les outils génétiques nécessaires au criblage de 
l’interaction de mutants aléatoires de ParB et parS. Le crible en lui-même reste à réaliser. 
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II. Système parABS du chromosome principal 
Le système parABSc1 de J2315 est directement comparable aux systèmes parABS des 
chromosomes principaux d’autres espèces puisqu’il forme avec eux un ensemble de 
systèmes très conservés. ParABSc1J2315 se distingue néanmoins des deux principaux 
modèles de systèmes parABS étudiés : celui de B.subtilis (Bsu) n’a pas d’impact sur la 
croissance, et celui de C.crescentus (Ccre) est au contraire essentiel. Ici, nous avons vu que 
parABSc1J2315 est important pour la croissance de Bcen, sans être strictement essentiel. En 
cela il se rapproche des systèmes parABS de Pseudomonas aeruginosa (Pae) et 
Mycobacterium smegmatis (Msm). Chez la première espèce, la délétion ou la surexpression 
de parA ou parB conduisent à des phénotypes globaux : ralentissement de croissance, 
réduction de motilité et apparition de cellules anucléées (Bartosik et al., 2009; Lasocki et al., 
2007). Chez la deuxième espèce, la délétion de parB cause un ralentissement de la 
croissance et l’apparition de cellules anucléées (Jakimowicz et al., 2007a). La similarité des 
phénotypes entre ces trois espèces laisse supposer que les fonctions de parABSc1 y sont 
similaires, alors qu’elles sont probablement partiellement différentes chez Bsu et Ccre. 
Les éventuelles fonctions de parABSc1J2315, autres que la ségrégation, restent 
cependant encore indéterminées. L’implication dans la division cellulaire, présente chez 
Ccre (voir Introduction), semble peu probable puisque les perturbations de parABSc1J2315 
ne conduisent ni à une surdivision, ni à une filamentation importante. De même la 
régulation de l’initiation de la réplication, démontrée chez Bsu et Vibrio cholerae (Vch) (voir 
Introduction et Kadoya et al., 2011), paraît ici peu probable au vu de l’absence de 
modification du nombre moyen de oriC1 par cellule dans une souche Mex ΔAc1. A 
l’inverse, l’interaction avec le complexe SMC, observée chez Bsu (voir Introduction), 
pourrait expliquer l’apparition de cellules totalement anucléées alors que seule la 
ségrégation d’un réplicon est affectée. Cette interaction pourrait être étudiée par des tests 
en double-hybride chez la levure ou en hôte bactérien pour mettre en évidence une 
interaction protéique directe, ou par ChIP (Chromatin Immuno-Precipitation) pour détecter 
un recrutement du complexe SMC autour des sites parS. 
Les systèmes parABS des chromosomes principaux ont tous la même séquence parS 
consensus, à quelques variations près en position 1 et 5 du demi-site. Des études de 
spécificité de parS ont été menées chez d’autres espèces que Bcen, toujours à partir des 
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Tableaux 7 | Fixations des ParB des chromosomes principaux sur les parS natifs. 
En gris, les sites sur lesquels la fixation de ParB n’est pas détectée. ChIP : Immuno-Précipitation de 
Chromatine. Après ChIP, l’ADN retenu est identifié par PCR ou par hybridation sur puce génomique (ChIP on 
chip). ++++, fixation très forte du site indiqué par ParB ; +++, fixation forte ; ++, fixation moyennement 
forte ; +, fixation faible ; -, pas de fixation détectée. Pour chaque site, seules les bases divergeant du 
consensus sont indiquées. * Le fragment testé contient les deux sites très proches indiqués. 
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séquences natives de chaque espèce (résumées dans les tableaux 7). Bien qu’il soit délicat 
de comparer des résultats obtenus par des techniques différentes et sur des séquences 
différentes, le spectre d’interaction de ParB avec des variants de parS semble différent 
selon les espèces. Ainsi ParBBsu paraît le moins étroitement spécifique, de même que 
ParBScoe dans une moindre mesure. A l’opposé, ParBc1Vch et ParBc1J2315 sont les plus 
étroitement spécifiques. Il me semble remarquable que les deux ParB les plus étroitement 
liés à leur site parS soient ceux de bactéries multi-chromosomiques. La nécessité d’éviter 
des interactions croisées avec les systèmes parABS des réplicons secondaires a 
probablement pour conséquence une pression de sélection importante pour la restriction 
du spectre d’interaction de ces ParB, pression qui est absente chez les bactéries mono-
chromosomiques.  
Un autre aspect semble être corrélé à l’étroitesse de la spécificité d’interaction ParB-
parS des chromosomes principaux. Les espèces chez lesquelles parABS n’influe pas sur la 
croissance (Bsu et Streptomyces cœlicolor) possèdent une protéine ParB capable de 
reconnaître une plus grande variété de sites, alors que les espèces chez lesquelles parABS 
est important pour la croissance (Pae et Msm) possèdent une protéine ParB qui ne 
reconnaît que très peu de variations de parS. Il paraît plausible qu’un contrôle précis de la 
fixation de ParB sur l’ADN soit d’autant plus nécessaire que le système parABS a 
d’importance pour la croissance, la fixation de ParB sur des sites illégitimes ayant alors de 
lourdes conséquences pour la cellule. 
III. Systèmes parABS des chromosomes secondaires 
A l’inverse de parABSc1, les systèmes des réplicons secondaires ne sont directement 
comparables avec aucun autre système parABS étudié. Celui dont la situation fonctionnelle 
est la plus proche est celui du chromosome 2 de Vch, mais son parS ne présente ni la 
même séquence, ni la même structure (5’-ATTTACAGTGTAAAT-3’, deux demi-sites 
palindromiques de 7pb séparés par une base). La délétion de parABc2Vch induit un net 
ralentissement de croissance dû à la mort rapide d’une grande proportion de cellules 
n’héritant pas de c2 lors de la division cellulaire (Yamaichi et al., 2007a). Cette létalité est 
probablement causée par une fragmentation de l’ADN cellulaire que les auteurs attribuent 
à un système toxine-antitoxine et n’est donc pas directement imputable à parABSc2Vch. 
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Aucune fonction autre que la ségrégation de son réplicon n’a été mise en évidence pour 
parABSc2Vch.  
Dans le cas de parABSc2J2315, la délétion de parAB entraîne l’apparition d’une forte 
proportion de très petites cellules, suggérant une implication du système dans la 
régulation de la division cellulaire, peut-être de manière similaire à ce qui a lieu chez Ccre 
(voir Introduction). Cette implication de parABSc2J2315 dans d’autres fonctions que la 
ségrégation de son réplicon le rapproche des systèmes des chromosomes principaux. Ceci 
est peut-être à relier à la taille de c2J2315 auquel il est associé (3,22Mb), proche de celle de 
c1J2315 (3,87Mb), alors que c2Vch est nettement plus petit que c1Vch (1,07Mb et 2,96Mb 
respectivement). Ainsi, c2J2315 serait plus proche d’un chromosome principal que c2Vch et 
leurs systèmes parABS porteraient la marque de cette différence. Il pourrait en fait être plus 
judicieux de comparer parABSc2Vch avec parABSc3J2315, dont le réplicon est d’une taille 
similaire (0,88Mb). En effet, à l’instar de la délétion de parABSc2Vch, les perturbations de 
parABSc3J2315 ne semblent pas avoir d’implication directe dans la régulation du cycle 
cellulaire (division, réplication…), mais seulement sur la ségrégation de son réplicon. 
Afin d’identifier les éventuels partenaires des systèmes parABS des chromosomes 
secondaires, pour lesquels peu de données sont disponibles dans la littérature, il pourrait 
être mis en place une approche par immuno-précipitation des protéines ParA et ParB qui 
permettrait de récupérer les protéines avec lesquelles elles interagissent. Ces protéines 
pourraient ensuite être identifiées par spectrométrie de masse, ouvrant ainsi la voie à une 
étude plus poussée de l’implication des parABS dans les fonctions associées. 
IV. Système parABS du plasmide 
L’analyse de parABSpl a été limitée par les suppresseurs qui apparaissent très 
fréquemment lors des perturbations de ce système. Il semble donc nécessaire de mettre 
en place des moyens de contourner ces suppresseurs. Pour l’analyse de la ségrégation, une 
stratégie similaire à celle utilisée pour parABSc3 peut être mise en place : le suivi d’oripBC 
serait alors réalisé grâce à un site parSP1 intégré à pBC, auquel viendrait se fixer ParBP1 
exprimé depuis un vecteur portant ou non parSpl. Ceci permettrait l’observation de la 
ségrégation rapidement après l’introduction de l’excès de parSpl, et donc potentiellement 
avant l’apparition des suppresseurs. Une deuxième approche, qui nécessiterait beaucoup 
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de mise au point mais permettrait l’observation d’une plus grande variété de paramètres, 
serait de placer parABpl sous le contrôle d’un promoteur inductible, et ainsi de pouvoir 
observer l’effet de l’absence de ParA et ParB juste après l’arrêt de leur expression. La 
principale difficulté de cette approche est que cela nécessite de trouver un promoteur que 
nous puissions éteindre totalement chez Bcen, promoteur que nous ne possédons pas 
actuellement. 
Ces deux premières approches consistent à réaliser les observations le plus tôt 
possible, avant l’apparition des suppresseurs. Une stratégie complètement différente 
consisterait à limiter l’apparition de ces suppresseurs. Pour cela il faudrait réduire la perte 
de viabilité causée par les perturbations de parABS. Etant donné que pBC ne comporte 
aucun gène essentiel, cette perte de viabilité est probablement due à un système toxine-
antitoxine. Des données de notre équipe ont permis d’identifier un système de ce type sur 
pBC, composé de l’opéron vagCD. Initialement repéré par recherche bioinformatique, 
l’étude génétique de cet opéron a été entamée. Sa délétion, qui n’affecte pas la croissance 
de J2315, permet la perte de pBC, ce que ne permet pas la délétion de parABpl. Il semble 
donc que le système vagCD, en tuant les cellules qui n’héritent pas de pBC, contribue à la 
stabilité de ce dernier et à la réduction de viabilité de la souche ΔABpl, dans laquelle il 
parait probable que de nombreuses cellules n’héritent pas de pBC suite à la défaillance des 
mécanismes de ségrégation. Travailler dans une souche ΔvagCD pourrait donc permettre 
de s’affranchir de la létalité de la perte de pBC, et ainsi de mettre plus facilement en 
évidence l’impact des perturbations de parABSpl sur la stabilité de pBC, soit par des 
techniques de microscopie à fluorescence, soit par des tests de stabilité similaires à ceux 
réalisés classiquement chez E.coli. 
V. Perspectives pour l’analyse des suppresseurs phénotypiques 
L’identification des suppresseurs phénotypiques des perturbations des systèmes 
parABS permettrait de mieux connaître les fonctions de ces systèmes. Plusieurs hypothèses 
sont possibles pour expliquer l’apparition de ces suppresseurs. Tout d’abord la fusion du 
réplicon ciblé avec un autre réplicon, pourrait permettre la prise en charge du réplicon 
ciblé par le réplicon hôte. Ensuite les suppresseurs pourraient affecter des fonctions de 








Figure 55 | Détection par PCR de fusions de réplicons
Les fusions de réplicons se font probablement par recombinaison homologue entre de grandes régions 
d’homologies de quelques kilobases entre les réplicons (en jaune). Le processus de fusion est réversible par 
un nouvel évènement de recombinaison. La région d’homologie peut être amplifiée par PCR avec des 
amorces s’hybridant sur les régions flanquantes. Si les réplicons sont dissociés, l’amplification sera possible 
avec les amorces 1 et 2 d’une part, et les amorces 3 et 4 d’autre part. Si les réplicons sont fusionnés, 
l’amplification sera possible avec les amorces 1 et 3 d’une part, et les amorces 2 et 4 d’autre part.
Recombinaison
homologue
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chromosome, ou la régulation de transcription par ParB (voir l’introduction). Enfin, les 
suppresseurs pourraient affecter d’éventuels systèmes toxine-antitoxine, qui seraient 
responsables de la mort des cellules ayant perdu le réplicon ciblé suite à un défaut de 
ségrégation. Les suppresseurs possibles ne sont pas forcément les mêmes suivant le 
système ciblé, ceux-ci n’étant peut-être pas impliqués dans les mêmes fonctions, et leurs 
réplicons respectifs n’ayant pas les mêmes caractéristiques (gènes, régions 
d’homologies…). De plus un même système peut éventuellement être la cible de plusieurs 
suppresseurs potentiels, ce qui pourrait expliquer les fortes fréquences de suppresseurs 
observée pour les perturbations de parABSc3 et parABSpl. 
J’ai isolé des souches avec suppresseurs pour au moins une perturbation de chaque 
système parABS, qui peuvent donc être utilisées pour rechercher la nature de ces 
suppresseurs. L’idéal serait de pouvoir faire séquencer toutes ces souches afin d‘identifier 
rapidement les mutations ou réarrangements chromosomiques qui s’y trouvent. 
Cependant, le coût d’une telle approche est très élevé, d’autant plus qu’il est envisageable 
qu’une même perturbation puisse être la cible de plusieurs suppresseurs différents, 
comme semble l’indiquer de légères différences de vitesse de croissance selon les clones 
isolés. Pour être complète, l’étude des suppresseurs devrait donc porter sur plusieurs 
clones suppresseurs indépendants pour chaque perturbation de chaque système parABS. 
Nous envisageons donc une série d’approches plus économiques que le séquençage 
complet des souches. 
Tout d’abord, afin de détecter d’éventuelles fusions de réplicons, deux approches sont 
possibles. La première consiste à réaliser une analyse des profils de restriction des 
génomes entiers par électrophorèse en champ pulsé. Une tentative a déjà été faite, mais la 
qualité est pour le moment insuffisante et la technique nécessiterait d’être mise au point. 
Des résultats préliminaires obtenus pour deux souches avec suppresseurs de ΔABc3 
indiquent une modification du profil de restriction pour une des deux souches. Ceci 
suggère que l’hypothèse d’un réarrangement chromosomique est valable, mais que 
d’autres suppresseurs sont possibles. La deuxième approche pour détecter les fusions de 
réplicons est de cibler les grandes homologies entre réplicons, points les plus probables de 
la fusion des réplicons. La fusion par recombinaison homologue entre ces régions conduit 
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à des loci hybrides détectables par PCR (figure 55). Une telle approche a déjà été mise en 
place chez Rhizobium (Flores et al., 2000) et semble applicable à J2315. 
La détection de mutations ponctuelles sans passer par un séquençage total serait plus 
délicate. Il est toutefois possible de séquencer de manière ciblée certaines régions qui 
semblent a priori plus susceptibles de contenir des suppresseurs : les régions origines (en 
particulier à proximité de parAB), les gènes potentiellement régulés par les ParB, les 
systèmes toxine-antitoxine identifiables par bioinformatique, ou les gènes de protéines 
connues pour interagir avec ParA ou ParB dans d’autres espèces (DnaA ou SMC par 
exemple). 
Dans le cas d’une mutation d’un système toxine-antitoxine responsable du 
ralentissement de croissance, cela devrait également se traduire par une perte fréquente 
du réplicon ciblé. Le seul réplicon susceptible d’être perdu étant pBC, j’ai testé sa présence 
par PCR dans une souche porteuse de suppresseurs de pMMBSpl+. J’ai pu mettre en 
évidence la présence de pBC dans cette souche, ce qui suggère que le suppresseur agirait 
plutôt à un autre niveau. Il ne peut toutefois pas être exclu que la population soit mixte et 
qu’une partie des cellules seulement ait conservé pBC. 
Une fois les réarrangements ou mutations suppresseurs identifiés, cela ouvrirait la voie 
à de nouveaux projets de recherche pour comprendre la nature de leur interaction avec les 
systèmes parABS. 
VI. Perspectives pour l’analyse de l’interaction ParB-parS 
Afin d’affiner nos connaissances sur l’interaction ParB-parS, deux approches sont 
envisagées pour en développer l’analyse à plus grande échelle que ce que j’ai fait au cours 
de ma thèse. La première utilise la technologie SPRi (Surface Plasmon Resonance imaging). 
Cette technologie a été récemment adaptée aux études d’interaction ADN-protéines par 
une collaboration entre notre équipe et une équipe de l’INSA de Toulouse (Pillet et al., 
2011). Elle présente l’avantage de permettre de cribler rapidement sur puce l’interaction 
d’un grand nombre de sondes parS différentes avec tous les ParB dont nous disposons en 
extraits bruts. Le projet est déjà initié pour tester in vitro une collection exhaustive de 
substitutions uniques des quatre parS de J2315, ainsi que quelques autres variations 
   
Discussion et perspectives   
| 80 
 
choisies en fonction de la phylogénie et des connaissances déjà acquises. Ceci devrait 
permettre d’affiner nos connaissances sur les déterminants de spécificité de parSc1 et 
parSc3, et d’entamer l’étude de parSc2 et parSpl, encore peu étudiés. 
Cependant, pour permettre de cribler un grand nombre de mutations des ParB, une 
autre stratégie est nécessaire. Pour cela il est possible d’utiliser les outils génétiques que 
j’ai mis au point dans ce but (mFecGFP). Différentes stratégies de mutations de parB sont 
envisageables. Tout d’abord, afin de mieux cibler le domaine de spécificité, il paraît adapté 
de construire des protéines ParB chimères composées de la partie N-terminale d’un ParB et 
de la partie C-terminale d’un autre ParB. Ce type de stratégie avait permis dès 1996 la 
définition des domaines de spécificité des protéines ParB des plasmides P1 et P7 
(Radnedge et al., 1996), dont les systèmes parABS sont très similaires l’un à l’autre sans 
pour autant interagir entre eux, comme c’est le cas pour les systèmes de J2315. Noter 
cependant que ParBP1 établit deux interactions indépendantes avec parSP1, une interaction 
de fixation et une interaction de discrimination, ce qui ne semble pas être le cas des ParB 
que nous avons étudiés. Les ParB chimères des Burkholderiales permettraient de localiser 
les régions de spécificité de ParB situées hors des domaines HTH prédits, dont les tests 
d’échanges de HTH ont révélé qu’ils ne sont pas les seuls déterminants de spécificité. 
Afin d’affiner les données ainsi obtenues, il serait ensuite possible de réaliser une 
mutagénèse aléatoire de tout ou partie de chaque ParB et de cribler les banques de 
mutants obtenus pour leur capacité à stabiliser (ou éteindre) des mFecGFP porteurs de 
différents parS, choisis en fonctions des connaissances acquises au cours de ma thèse et 
par SPRi sur les déterminants de spécificité des parS. 
A l’issue de l’ensemble de ces travaux, et en s’appuyant sur les structures 
cristallographiques d’autres ParB, il pourrait être possible d’établir une première 
modélisation de  l’interaction ParB-parS des différents systèmes de J2315. Pour aller plus 
loin, Il serait intéressant d’étudier les différences de conformations des ParB du groupe 
Bsr3 suggérées par les approches en retards sur gel. En effet, certains membres de ce 
groupe induisent un profil de retard de migration des sondes en trois bandes (ParBc3 et 
ParB12J), alors que d’autres induisent un retard en une seule bande (ParBG4, ParB12D). De 
plus, dans le cas du mutant parBc3HTH12D, qui induit un retard en une seule bande, la 
hauteur du retard varie selon la sonde, parSc3 étant davantage retardé que parS12D. Ce 
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mutant semble donc adopter une conformation différente selon la sonde. Afin de mieux 
comprendre ce phénomène, la cristallisation de ce mutant et des ParBc3 et ParB12D 
pourrait être envisagée, seuls ou en interaction avec parSc3 et parS12D, permettant la 
résolution de la structure tridimensionnelle de ces complexes. 
VII. Ségrégation de la globalité des chromosomes de Bcen 
Actuellement nous ignorons tout de la ségrégation de la majeure partie de chaque 
chromosome. Il serait intéressant d’étudier la ségrégation d’autres locus que les régions 
origine afin de mieux comprendre la dynamique globale de ségrégation des réplicons. De 
plus, cela permettrait aussi de savoir si les systèmes parABS ne sont impliqués que dans la 
ségrégation de la région origine, où sont localisés les sites parS, ou s’ils agissent aussi sur la 
ségrégation du reste des chromosomes, via une interaction avec le complexe SMC par 
exemple. De nos jours, les marquages de loci génétique pour suivre leur position cellulaire 
se font principalement par FROS4, qui présente l’intérêt de permettre l’observation de 
cellules vivantes. Cependant, afin de limiter les manipulations génétiques, difficiles chez 
Bcen, il nous semble plus judicieux d’utiliser la technique de FISH5. Bien que cette 
technique implique une fixation des cellules, potentiellement source de désorganisation 
dans la cellule, il a été montré que les résultats obtenus ainsi ne sont pas significativement 
différents de ceux obtenus par FROS (Pogliano et al., 2001). Des tentatives préliminaires de 
mise au point du FISH chez J2315 ont été initiées dans l’équipe avant mon arrivée en thèse, 
mais abandonnées pour le marquage des origines de réplication, au profit des fusions 
ParB-nFP. Ces tentatives pourraient à présent être reprises pour une analyse de la 
ségrégation d’un plus grand nombre de loci. En utilisant un nombre suffisant de sondes, il 
serait même possible de “peindre” les chromosomes, et ainsi d’étudier la manière dont 
ceux-ci se répartissent dans le nucléoïde. Y sont-ils mêlés ou chacun dispose-t-il d’un 
territoire qui lui est propre ? Au bénéfice de cette dernière hypothèse, j’ai remarqué que 
oriC3 se situe souvent en périphérie latérale du nucléoïde, alors que oriC1 et oriC2 sont 
                                                          
4 Fluorescent-Repressor-Operator System. Une protéine répresseur (LacI ou TetR) est couplée à une 
protéine fluorescente (GFP ou autre), et un bloc de répétitions de l’opérateur associé (lacO ou tetO) est inséré 
au locus étudié, permettant de suivre sa localisation dans les cellules. Une variation de cette technique 
consiste à utiliser un couple ParB-parS à la place du couple répresseur-opérateur, et présente l’avantage de 
ne pas nécessiter un bloc d’opérateurs de grande taille grâce à la capacité d’étalement des ParB. 
5 Fluorescence In Situ Hybridization. Des sondes ADN fluorescentes correspondant aux loci observés 
sont hybridées sur des cellules fixées. 
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plus centrés transversalement. Il paraît donc plausible que c3 soit confiné sur la périphérie 
du nucléoïde, tandis que c1 et c2 se partageraient la zone centrale. 
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Matériels et méthodes 
I. In vivo chez E.coli 
Les listes des souches et des plasmides utilisés sont données en annexes 7 et 8. 
A. Cultures et milieux 
Sauf mention contraire, E.coli est cultivée à 37°C sous agitation en milieu LB (NaCl 
10g/L ; Yeast extract 5g/L ; Tryptone 10g/L ; NaOH 3mM, Thymine 20mg/L). Lorsque c’est 
précisé, les cultures sont faites en milieu M9CSA glucose (Na2HPO4 6g/L ; K2HPO4 3g/L ; 
NaCl 0,5g/L ; NH4Cl 1g/L ; MgSO4 1mM ; CaCl2 100μM ; CSA 0,2% ; glucose 0,4%). Les 
concentrations d’antibiotiques utilisées sont les suivantes : Gentamycine (Gen) 2,5μg/ml ;  
Chloramphénicol (Cm) 20μg/ml (15μg/ml si la résistance est porté par un plasmide de type 
miniF) ; Ampicilline (Ap) 100μg/ml ; Kanamycine (Kan) 50μg/ml ; Spectinomycine (Spc) 
40μg/ml. 
B. Transformation 
Les plasmides sont introduits dans les souches DH10B et SCS110 par électroporation. 
L’introduction dans DLT812 ou dans des souches portant déjà d’autres plasmides est faite 
par transformation au chlorure de calcium. 
C. Tests de compétition des parS par déstabilisation 
Le test est basé sur le protocole mis en place dans l’équipe pour les tests de 
stabilisation (Dubarry et al., 2006). Les souches comportant un vecteur d’expression de 
parAB, le mFparS partenaire, et un pBRparS compétiteur sont mises en culture en milieu 
M9CSA glucose. Cette préculture contient aussi tous les antibiotiques de  sélection pour 
maintenir les trois plasmides présents. Lorsque la préculture atteint une DO600 = 0,2 des 
étalements sont réalisés (voir détails plus bas) et la culture est dilué en milieu frais d’un 
facteur 4.106, cette fois en absence de la pression de sélection pour le mF. Lorsque cette 
première culture sans pression de sélection atteint une DO600 = 0,2 des étalements sont à 
nouveau réalisés (voir détails plus bas) et la culture est à nouveau diluée en absence de 
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pression de sélection, cette fois d’un facteur 5.10². Lorsque cette dernière culture atteint 
une DO600 = 0,2 des étalements sont à nouveau réalisés. Les étalements sont tous réalisés 
de la manière suivante : des dilutions de la culture testée sont étalées sur une première 
couche de 10ml de milieu LB gélosé non sélectif pour le mF, et recouvertes d’une 
deuxième couche de 10ml de milieu gélosé non sélectif. Après une nuit d’incubation à 
37°C permettant la formation de colonies isolées, une troisième couche de 10ml de milieu 
gélosé est ajoutée, contenant cette fois l’antibiotique de sélection du mF, en concentration 
triple de celle utilisée habituellement pour compenser son absence des deux premières 
couches de milieu. Après une deuxième nuit d’incubation à 37°C, les colonies ne contenant 
pas le mF sont restées petites, tandis que celles contenant le mF ont continué à croître, ce 
qui permet de les différencier aisément. Il est ainsi possible de calculer la proportion de 
cellules comportant le mF au moment de l’étalement. 
D. Test de stabilité des mF*GFP en milieu liquide 
Le suivi de la perte de mF*GFP se fait selon le même principe que dans le test de 
déstabilisation décrit ci-dessus, sauf que le marqueur de la présence de mF*GFP n’est pas 
la résistance des colonies à un antibiotique, mais leur coloration fluorescente due à 
l’expression de la GFP. Les cultures liquides sont réalisées suivant le même protocole que 
ci-dessus. Lors des étalements, les dilutions des cultures sont étalées sur milieu gélosé sans 
pression de sélection. Après 24h d’incubation, les boîtes d’étalement sont prises en photos 
avec un BioImager Fuji LAS-4000 (filtre epi-green illuminator) afin de voir la fluorescence 
des colonies. Les colonies fluorescentes (porteuses de mF*GFP) et non fluorescentes (non 
porteuses de mF*GFP) sont ensuite comptées sur la photo. 
II. In vivo chez B.cenocepacia 
Les listes des souches et des plasmides utilisés sont données en annexes 7 et 8. 
A. Cultures et milieux 
Sauf mention contraire Bcen est cultivée à 37°C avec agitation. Les milieux utilisés sont 
le milieu SOB (Tryptone 20g/L ; Yeast extract 5g/L ; NaCl 0,5g/L ; KCl 2,5mM ; NaOH 1 mM), 
le milieu LB ou le milieu minimum M9CSA (Na2HPO4 6g/L ; K2HPO4 3g/L ; NaCl 0,5g/L ; NH4Cl 
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1g/L ; MgSO4 1mM ; CaCl2 100μM ; CSA 0,2%). De la Gen à 20μg/ml est ajoutée dans toutes 
les cultures pour limiter les contaminations, Bcen n’étant pas affectée à cette 
concentration. Les concentrations d’antibiotiques sélectifs utilisées varient selon le fond 
génétique (J2315 ou Mex) : Le Cm est utilisé à 40μg/ml avec Mex, 80μg/ml avec J2315 ; le 
Triméthoprime (Trm) est utilisé à 200μg/ml avec Mex, 600μg/ml avec J2315. 
B. Transformation et conjugaison 
Les plasmides sont introduits dans les différentes souches de Bcen par électroporation 
le plus souvent, par conjugaison dans le cas des vecteurs d’expression des protéines 
fluorescentes (voir Dubarry et al., 2010 pour les deux méthodes). Pour l’électroporation, les 
plasmides sont systématiquement issus de la souche E.coli SCS110 afin d’être non 
méthylés. 
C. Suivis de croissance 
1. Croissance sur milieu solide 
Après étalement de la culture ou de la transformation sur milieu gélosé SOB ou LB 
sélectif, les boîtes sont incubés à 37°C pendant une semaine. Pendant cette période, le 
nombre de nouvelles colonies est compté manuellement deux fois par jour. Le temps 
d’apparition des colonies correspond au pic de ces apparitions au cours du temps. 
2. Croissance en milieu liquide 
Les précultures sur la nuit sont lancées à partir de stries fraîches (2 à 4 jours). La reprise 
de croissance en milieu frais dépend beaucoup de l’état de la préculture au moment de la 
dilution : celle-ci ne doit pas être trop avancée en phase stationnaire (état visible par une 
coloration brune du milieu), mais suffisamment concentrée pour permettre la dilution en 
milieu frais. La croissance est suivie par lecture de la DO600. 
D. Mesure de la viabilité sur milieu solide 
Les mesures sont faites sur des cultures en milieu SOB avec antibiotiques de sélection. 
Lorsque la culture atteint une DO600 ≈ 1, des dilutions en série sont effectuées (d’autres 
DO600 ont été testées, mais donnent des résultats moins reproductibles). Ces dilutions sont 
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étalées sur boites de milieu LB gélosé sélectif, ou déposées en gouttes de 10μl sur ce 
même milieu. Le nombre de colonies est compté au fur et à mesure de leur apparition. Ce 
nombre est rapporté à la valeur exacte de la DO600 mesurée. 
E. Mesure de la perte des pMMBSs 
Le principe est le même que pour les mesures de perte de mFparS (voir plus haut). Les 
souches portant les pMMBSs sont mises en culture en milieu LB avec pression de sélection. 
Lorsque la préculture atteint une DO600 = 0,2 des étalements sont réalisés (voir détails plus 
bas) et la culture est dilué d’un facteur 2.103 en milieu frais sans pression de sélection. 
Lorsque cette première culture atteint une DO600 = 0,2 des étalements sont à nouveau 
réalisés (voir détails plus bas) et la culture est à nouveau diluée, cette fois d’un facteur 10². 
Lorsque cette dernière culture atteint une DO600 = 0,2 des étalements sont à nouveau 
réalisés. Les étalements sont tous réalisés de la manière suivante : des dilutions de la 
culture testée sont étalées sur milieu SOB gélosé non sélectif. Après 24h d’incubation à 
37°C permettant la formation de colonies isolées, les colonies sont répliquées au velours 
sur une boit de milieu SOB gélosé sélectif6. Les colonies ayant repoussé sur ce milieu sont 
dénombrées et rapportées au nombre de colonies sur milieu non sélectif afin de calculer la 
proportion de cellules portant le pMMBS au moment de l’étalement. Pour pMMBSc1 et 
pMMBSc3 les colonies portant ou non le pMMBS sont aussi distinguable par leur taille. 
F. Microscopie à fluorescence 
Toutes les observations en microscopie à fluorescence sont réalisées sur un 
microscope champ large Olympus X81. Le nombre de cellules analysées pour chaque type 
d’observation est donné en annexe 2. 
1. Coloration au DAPI 
Les observations sont faites sur des cultures en phase exponentielle de croissance en 
milieu SOB. Afin d’éviter des anomalies éventuelles dues aux antibiotiques de sélection, 
ceux-ci ne sont utilisés que dans la préculture. Lorsque la culture atteint une DO600 ≈ 0,2, 
10μl sont déposés en une goutte sur une lame Polysine, puis laissés sécher à l’air libre. 
                                                          
6 Bcen ne se développe pas suffisamment lorsque les colonies sont prises dans la gélose, il n’est donc 
pas possible d’utiliser la même technique qu’avec E.coli. En revanche les colonies de Bcen étant plus petites 
et plus compactes, les répliques sont plus aisées qu’avec E.coli. 
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Lorsque la goutte est sèche, la lame est rincée trois fois par plongeon dans une solution de 
sels M9 1X, puis séchée à l’air libre. Les cellules sont alors fixées par dépôt d’une goutte de 
méthanol sur la lame. Lorsque la lame est à nouveau sèche, 5μl de solution DAPI 2μg/ml 
sont déposés sur les cellules et recouverts d’une lamelle. L’observation au microscope est 
faite en contraste de phase et fluorescence (filtre DAPI broad). Les deux modes de prise de 
vue sont ensuite superposés et les catégories morphologiques comptées manuellement 
avec le logiciel ImageJ. 
2. Coloration LiveDead 
Les observations sont faites sur des cultures en phase exponentielle de croissance en 
milieu SOB. 1,5ml de culture à DO600 ≈ 0,2 est centrifugé et repris dans 30μl de milieu M9 
glucose (0,4%) avec les colorants du kit LIVE/DEAD Baclight d’Invitrogen (0,75μl de 
colorant A SYTO9 et 1,5μl de colorant B iodure de propidium pour 1ml de M9). Après 
15min dans l’obscurité à température ambiante, 1μl de suspension cellulaire colorée est 
déposée sur lame sur un film de milieu M9 glucose gélosé (agarose 1%), puis recouverte 
d’une lamelle. L’observation au microscope est faite en contraste de phase et fluorescence 
(filtres GFP normal et mCherry normal). Les trois modes de prise de vue sont ensuite 
superposés et les catégories morphologiques comptées manuellement avec le logiciel 
Metamorph. 
3. Suivi des origines 
Les observations sont faites sur des cultures en phase exponentielle de croissance à 
30°C en milieu M9CSA glycérol 0,2% ou en milieu SOB (pour certains suivis de oriC3). Selon 
la protéine fluorescente utilisée, une concentration variable d’arabinose est ajoutée pour 
induire l’expression de cette protéine : 0,001% pour ParBc1-XFP, 1% pour ParBc2-GFP, 
0,005% pour ParBc3-GFP et ParBpl-GFP, 0% pour ParBP1-GFP. 1ml de culture à DO600 ≈ 0,2 
est centrifugé et repris dans 30μl de milieu M9 frais et déposé sur lame sur un film de 
milieu M9 agarose 1%, avec la même concentration d’arabinose que la culture.  Pour les 
observations de oriC3 en milieu SOB, ce milieu remplace le milieu M9CSA glycérol à toutes 
les étapes, et la fusion parBP1::GFP est exprimée en fuite, sans ajout d’arabinose. 
L’observation au microscope est faite en contraste de phase et fluorescence (filtre mCherry 
normal pour les fusions XFP, filtre GFP normal pour les fusions GFP). Les deux modes de 
prise de vue sont ensuite superposés avec le logiciel Metamorph. Les positions des foci 
   
Matériels et méthodes   
| 88 
 
dans les cellules sont mesurées semi-manuellement avec Metamorph à l’aide d’une macro 
qui permet de mesurer la distance entre un pôle de la cellule et la projection des foci sur 
l’axe longitudinal de la cellule. Le nombre de foci par cellule est compté manuellement 
avec Metamorph. 
III. Constructions des plasmides 
A. Insertions des sites parS isolés 
Deux oligonucléotides sont hybridés afin de former un duplex contenant le site parS 
en double brin (16pb) et des extrémités sortantes compatibles avec les extrémités du 
vecteur digéré par enzymes de restriction. L’hybridation se fait en chauffant à 95°C un 
mélange équimolaire des deux oligonucléotides dans une solution de TrisHCl pH7,6 
10mM. La température est ensuite abaissée lentement jusqu’à température ambiante. Les 
duplex et les vecteurs sont ensuite assemblés par la T4 DNA ligase (NEBiolabs) puis 
introduits dans la souche E.coli DH10B. Les plasmides obtenus sont vérifiés par restriction 
puis par séquençage. Les oligonucléotides utilisés sont listés en annexe. 
Dans le cas des sites parSc1 et parSc3 mutés sur une seule position, afin d’obtenir 
rapidement une collection exhaustive de mutations, les duplex sont réalisés à partir 
d’oligonucléotides dégénérés sur une base. Les mélanges de duplex ainsi obtenus sont 
utilisés en masse pour la ligation avec pMMB206 puis la transformation de DH10B. A l’issue 
de cette électroporation les transformants sont sélectionnés en milieux liquide (donc non 
isolés) et l’ADN plasmidique total est transformé dans E.coli SCS110 de la même manière 
avant un passage en masse dans Bcen Mex. L’ADN plasmidique des colonies isolées de 
transformants de Mex est ensuite vérifié par séquençage pour connaitre la mutation 
portée par chaque colonie testée. Le phénotype de croissance est alors vérifié par 
retransformation dans Mex des plasmides séquencés. 
La liste complète des sites parS uniques insérés dans pMMB206 et leur toxicité est 
donnée en annexe 6, la carte de pMMB206 est donnée en annexe 9. 
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B. Insertion sur pMMB206 des clusters de parS 
Les clusters de parS sont amplifiés par PCR sur le génome de J2315 avec des amorces 
contenant en 5’ les sites de restriction adaptés à ceux utilisés sur le vecteur pMMB206. 
Sc2+ et Spl+ sont insérés entre les sites ApaI et HpaI de pMMB206, Sc3+ est inséré entre les 
sites ApaI et HindIII. 
Nom  Séquence 5’ -> 3’ Objectif






Amorces utilisés pour l’insertion des clusters de parS dans pMMB206. 
C. Insertion sur pMLBAD des gènes potentiellement régulés par les ParB 
Les gènes dont le promoteur est situé proche d’un site parS sont amplifiés par PCR sur 
le génome de J2315, du codon start au codon stop, avec des amorces contenant en 5’ les 
sites EcoRI (amorce amont) et HindIII (amorce aval). Les fragments PCR obtenus et digérés 
par ces enzymes sont insérés dans le vecteur pMLBAD (carte en annexe 9) entre ces mêmes 
sites. 









Amorces utilisés pour l’insertion sur pMLBAD des gènes potentiellement régulés par ParB. 
Les gènes amplifiés, dans l’ordre du tableau ci-dessus, sont : gidB (sur c1, en amont de 
parA dans le même opéron), citr (sur c1, en aval de parB dans le même opéron), usp (sur c2, 
au niveau du site parSc2 éloigné de oriC2), amidase (sur c2, au niveau du site parSc2 
éloigné de oriC2). 
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D. Insertion des gènes parB sur le vecteur d’expression pour les extraits bruts 
Les différents gènes parB sont amplifiés par PCR, du codon start au codon stop, sur le 
génome des souches correspondantes. Les amorces utilisées contiennent en 5’ les sites de 
restriction utilisés pour l’insertion dans le vecteur d’expression (pDAG127, carte en annexe 
9). Les parB de J2315 sont insérés entre NheI et HindIII, les autres sont insérés entre EcoRI et 
HindIII. L’amorce amont contient aussi, entre le site de restriction et la région 
d’hybridation, une séquence de Shine Dalgarno consensus placée 7pb en amont de l’ATG 
initiateur. 







































Amorces utilisées pour l’insertion des parB dans le vecteur de production pour extraits bruts 
Les parB amplifiés sont issus, dans l’ordre du tableau ci-dessus, de c1, c2, c3 et pBC de 
Bcen J2315, c2 de Rasltonia solanacearum GMI1000, plasmides 1 et 2 de Polaromonas 
naphtalenivorans CJ2, plasmides 1 et 2 de Polaromonas sp. JS666, plasmide 2 de 
Burkholderia vietnamiensis G4, plasmide 1 de Ralstonia pickettii 12D, réplicon intégré à c1 
de Ralstonia pickettii 12J, plasmide 1 de Rhodoferrax ferrireducens T118. 
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Les protéines ParBc3 et ParB12D mutées dans leur domaine pHTH sont obtenues à 
partir de pBRBc3 et pBRBpicD respectivement mutagénisés. La mutagénèse est 
commandée à la société Genscript, et conduit à l’expression de protéines ParBc3 et 
ParB12D mutées dont les domaines pHTH correspondent à ceux donnés en annexe 4. 
E. Clonage des différentes cassettes GFP dans un mF 
Les plasmides mF*GFP, mFGFPb et mFeGFPt (voir Résultats et cartes en annexe 10) 
sont obtenus par insertion d’un fragment PCR contenant la cassette GFP dans le site de 
clonage multiple d’un plasmide mF dépourvu de système de partition (mFclon, obtenu par 
remplacement de rpsL par un site de clonage multiple synthétique dans pDAG203). Ces 
clonages utilisent tous les sites SalI et HindIII.  









Amorces utilisées pour l’insertion des cassettes GFP dans le mFclon. 
Le plasmide mFecGFP (carte en annexe 10) est obtenu par insertion du fragment SalI-
HindIII de pUCecGFP (porteur du gène synthétique ecGFP commandé chez Genscript) dans 
les mêmes sites de restriction sur mFclon. 
 
F. Remplacement du domaine HTH de ParBc1 
Le remplacement du HTH de ParBc1 sur le pBBABc1 est fait par PCR chevauchantes. 2 
PCR sont d’abord réalisées à partir du vecteur pBBABc1, la PCR amont et la PCR aval. La PCR 
amont comporte le gène parAc1 et la partie amont du gène parBc1 jusqu’à la lisière amont 
du HTH. La PCR aval comporte la partie aval du gène parBc1 à partir de la lisière aval du 
HTH. Dans les amorces en lisière du HTH la région d’hybridation avec parBc1 (en violet 
dans le tableau ci-dessous) s’arrête à la lisière du HTH. Une extension en 5’ de l’amorce 
comporte les deux tiers de la séquence codante du HTH d’un autre ParB. Les PCR amont et 
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aval sont ensuite réunies, chacune servant d’amorce pour amplifier l’autre, l’hybridation 
entre les deux PCR se faisant au niveau du tiers central du HTH remplaçant (parties en gras 
dans les séquences ci-dessous). Le fragment PCR résultant contient l’opéron parABc1 dans 
lequel la région HTH de parBc1 est remplacée par celle de parBc2, parBc3, ou parBpl. Ce 
fragment est ensuite digéré par HindIII et XbaI et introduits entre ces mêmes sites sur le 
vecteur pBBR1mcs5, de la même manière qu’avait été cloné l’allèle sauvage de parABc1 
pour construire pBBABc1. 











Amorces utilisées pour le remplacement du domaine HTH de ParBc1 
 
IV. Tests d’interaction par retards de migration sur gel 
A. Préparation des sondes 
Les sondes parS de 26pb sont obtenues par hybridation de paires d’oligonucléotides 
synthétiques complémentaires. Toutes les sondes ont la même structure : 
5’-atgct[parS]gcgta-3’, avec un site parS de 16pb. Les deux extrémités non palindromiques 
permettent de limiter l’hybridation des oligonucléotides en épingle. Les deux 
oligonucléotides complémentaires sont mélangés à 1μM en tampon Tris-HCl pH7,6 à 
10mM. Le mélange est ensuite chauffé à 95°C pendant 5~10min puis refroidi lentement en 
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3h jusqu’à 35°C dans un bloc chauffant programmable Eppendorf (ThermoStat plus) afin 
de permettre une hybridation des oligonucléotides complémentaires lors de la descente 
en température. Une sonde témoin S0 est utilisée pour vérifier l’absence de fixation non-
spécifique des ParB sur la sonde. Elle comporte une séquence palindromique de 16pb 
(5’-ctagtcgtacgactag-3’) construite par réarrangement aléatoire de la séquence parSc3. La 
liste complète des sondes utilisées est donnée en annexe 5. 
Les sondes obtenues par hybridation sont ensuite marquées radioactivement par 
phosphorylation des extrémités 5’. Le mélange réactionnel de 50μl est le suivant : 5μl de 
sonde froide à 1μM, 1μl d’ATP γ32P à 3,33μM (PerkinElmer), 0,5μl d’ATP froid à 10μM, 1,5μl 
de T4 polynucléotide kinase à 10U/μl (NEBiolabs), 5μl de tampon 10X T4 polynucléotide 
kinase, H2O qsp 50μl. Pour les gels les plus récents, les sondes sont marquées au 33P en 
utilisant 4μl d’ATP γ33P à la place de l’ATP γ32P et de l’ATP froid. La réaction est incubée 
30min à 37°C, puis inactivée 20min à 65°C. Les sondes marquées sont ensuite purifiées par 
passage sur colonne G25 (GE Healthcare). 
B. Préparation des extraits bruts 
Toutes les cultures contiennent l’antibiotique de sélection des pBRBs. A partir d’une 
culture de nuit des souches portant les vecteurs pBRBs de production des ParB, une culture 
fraîche est ensemencée au 1/100. Lorsque la culture atteint une DO600=0,2 la production de 
ParB est induite par ajout d’arabinose (0,1% final) et la culture est poursuivie pendant 4h 
avant d’être refroidie sur glace. Toutes les étapes suivantes sont faites au froid (dans la 
glace ou en chambre froide). 20ml de culture sont centrifugés 5min à 7500rpm. Le culot est 
lavé par 1ml de tampon TNE (50mM Tris HCl pH7,5, 50mM NaCl, 1mM EDTA) avant d’être 
recentrifugé et resuspendu dans ~125μl de tampon TNES (TNE, sucrose 20%) pour une 
DO600=300 au final (le volume cellulaire d’environ 75μl est pris en compte). Du lyzozyme est 
ajouté (400μg/ml final) avant incubation 5min sur glace et congélation à l’azote liquide. 
Les suspensions sont conservées à -80°C avant décongélation sur glace (environ 1h). Du 
tampon de lyse (TNES, NaCl 660mM, dithiothréitol 4,5mM) est alors ajouté pour une 
DO600=200 final. Après 10min d’incubation, les cellules sont lysées par sonication (chocs 
brefs entrecoupés de repos dans la glace pour éviter de chauffer l’échantillon). Après une 
centrifugation 15min à 10 000rpm, le surnageant et récupéré et centrifugé 15min à 
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14 000rpm. Le surnageant de cette dernière centrifugation est aliquoté par 10~20μl, 
congelé à l’azote liquide et conservé à -20°C jusqu’à utilisation. La concentration totale en 
protéines dans les extraits bruts ainsi obtenus est dosée avec un kit de réaction de 
Bradford (Biorad). 
Afin de contrôler la production et la solubilisation des ParB, des aliquots sont prélevés 
en fin de culture (extrait total), dans le culot des dernières centrifugations (culot) et dans le 
surnageant de la dernière centrifugation (extrait brut). Tous sont resuspendus ou dilués en 
cracking buffer (10% glycérol, 5% β-mercaptoéthanol, 2,3% dodécylsulfate de sodium, 
62,5mM Tris-HCL pH6,8, 0,25% bleu de bromophénol) afin d’obtenir un équivalent 
cellulaire de DO600=5. Pour l’extrait total, ~200μl de culture sont centrifugés, et les cellules 
reprises dans 100μl de cracking buffer. Pour le culot, les culots des deux dernières 
centrifugations sont rassemblés dans un volume de TNES équivalent à celui du surnageant, 
puis 2,5μl de cette suspension sont dilués dans 75μl de cracking buffer. Pour l’extrait brut, 
2,5μl du surnageant de la dernière centrifugation sont dilués dans 75μl de cracking buffer. 
10μl des échantillons en cracking buffer sont ensuite déposés sur gel polyacrylamide 
dénaturant (gels précoulés Mini-Protean Biorad en tampon LAEMMLI, ou gels précoulés 
NuPage en tampon MOPS). La révélation des gels est faite par coloration de type bleu de 
Coomassie. Les gels sont présentés en Annexe 3. La présence d’une bande intense d’un 
produit de dégradation de ParBc3 dans les extraits bruts ne semble pas corrélée au profil 
de retard sur gel en trois bandes typique de ParBc3. En effet, ParB12D induit aussi un retard 
en trois bandes et ne présente pourtant pas de produit de dégradation visible sur les gels 
dénaturants colorés en Coomassie. 
C. Réactions d’interaction in vitro 
Les mélanges réactionnels sont faits dans 10μl final : 1nM sonde radiomarquée, 10μg 
d’extrait brut, 50mM Tris HCl pH7,5, 100mM NaCl, 5mM EDTA, 10% glycérol. La réaction est 
incubée 15min à température ambiante, puis déposée sur un gel à 5% acrylamide-
bisacrylamide 19:1, en tampon TBE (Tris Borate, EDTA). La migration est faite à 4°C, 
pendant 2h à 160V. Le gel est ensuite séché sur papier Whatman puis placé à exposer sur 
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Annexe 1A| Longueurs de cellules des souches dans lesquelles les systèmes parABS sont affectés.

























































































































Annexe 1B | Largeurs de cellules des souches dans lesquelles les systèmes parABS sont affectés.



















































































































































































Annexe 3 | Vérification de la production et solubilisation des protéines ParB dans les extraits bruts.
T, extrait total; C, culot; B, extrait brut (voir Matériel et Méthodes). Les bandes correspondant aux ParBs sont 
en bleu.
A. Protéines ParB sauvages. Les espèces et réplicons d’origine sont indiqués sous les gels. La migration est 
réalisée en tampon MOPS. 0, aucun ParB; Rsol, Ralstonia solanacearum GMI1000; Pnap, Polaromonas Naph-
talenivorans CJ2; Bvie, Burkholderia vietnamiensis G4; RpicD, Ralstonia pickettii 12D; RpicJ, R.pickettii 12J; 
P666, Polaromonas sp. JS666; int., plasmide intégré dans le chromosome 1.
B. Protéines ParB mutées dans le domaine pHTH. La protéine ParB et la mutation du HTH sont indiquées sous 






























A.  Comparaison  du  domaine  pHTH  de  ParBc3  avec  ceux  des  autres  protéines  ParB  de  la  famille  Bsr3. 
Surlignés  en  noir,  les  résidus  différents  de  ceux  de  ParBc3 ;  en  gris,  les  résidus  similaires  ;  en  noir,  les 
résidus identiques. 






























































































































Nom  Génotype  Résistances  Références 














B.cen.       
J2315    ‐  Holden et al., 2009 
Mex  Δmex1  ‐  Dubarry et al., 2010 
ΔAc1  ΔparAc1  Cm  Dubarry et al., 2010 
ΔABc2  ΔparABc2  ‐  collection de l’équipe 
ΔABc3  ΔparABc3  Cm  collection de l’équipe 
ΔABpl  ΔparABpl  Cm  collection de l’équipe 





Nom  Résistance  Description/construction  Référence 
pMMB206  Cm  ori RSF1010, mob+, lacIq, Plac  Morales et al., 1991, Gene 
pDAG127  Kan  ori pBR322, araC, Para‐sopA  Lemonnier et al., 2000, Mol. 
Microbiol. 
pMLBAD  Trm  ori pBBR1, araC‐Para, mob+  Lefebre et Valvano, 2002, 
Appl. Environ. Microbiol. 
pDAG203  Cm  mF, ΔsopABC  Lemonnier et al., 2000, Mol. 
Microbiol. 
pBBR1mcs5  Gen  ori pBBR1, mob RK2  Kovac et al., 1995, Gene 
mFSc1  Cm  pDAG203, parSc1  collection du laboratoire 
mFSc2  Cm  pDAG203, parSc2  collection du laboratoire 
mFSc3  Cm  pDAG203, parSc3  collection du laboratoire 
mFSpl  Cm  pDAG203, parSpl  collection du laboratoire 
pBBABc1  Gen  pBBR1mcs5, Plac‐parABc1  collection du laboratoire 
pBBABc2  Gen  pBBR1mcs5, Plac‐parABc2  collection du laboratoire 
pBBABc3  Gen  pBBR1mcs5, Plac‐parABc3  collection du laboratoire 
pBBABpl  Gen  pBBR1mcs5, Plac‐parABpl  collection du laboratoire 
pAMABc3  Spc  ori pAM238, SpcR, Plac‐parABc3  collection du laboratoire 
pDAG571  Kan, Ap  ori pBR322, ApR, KanR, lacZ, parSc1  collection du laboratoire 
pDAG572  Kan, Ap  ori pBR322, ApR, KanR, lacZ, parSc2  collection du laboratoire 
pDAG573  Kan, Ap  ori pBR322, ApR, KanR, lacZ, parSc3  collection du laboratoire 
pDAG574  Kan, Ap  ori pBR322, ApR, KanR, lacZ, parSpl  collection du laboratoire 
pMLBc1::XFP  Trm  pMLBAD, parBc1::XFP  collection du laboratoire 
pMLBc2::GFP  Trm  pMLBAD, parBc2::GFP  collection du laboratoire 
pMLBc3::GFP  Trm  pMLBAD, parBc3::GFP  collection du laboratoire 
pMLBpl::GFP  Trm  pMLBAD, parBpl::GFP  collection du laboratoire 
pMLBP1::GFP  Trm  pMLBAD, parBP1::GFP  collection du laboratoire 
pBRΔparS  Kan, Ap  pDAG574 StyI, refermeture  ce travail 
pBRparSc1  Kan, Ap  pDAG571 StyI, refermeture  ce travail 
pBRparSc2  Kan, Ap  pDAG572 StyI, refermeture  ce travail 
pBRparSc3  Kan, Ap  pDAG573 StyI, refermeture  ce travail 














































pBRΔ  Kan  pDAG127 NheI‐HindIII, refermeture  ce travail 
pBRparBc1  Kan  pDAG127 NheI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRparBc2  Kan  pDAG127 NheI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRparBc3  Kan  pDAG127 NheI‐HindIII + PCR parB  ce travail 







pBRBK2Rsol  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBp1nap  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBp2nap  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBp2vie  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBpicD  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBpicJ  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBRfer  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBp1P666  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBp2P666  Kan  pDAG127 EcoRI‐HindIII + PCR parB  ce travail 
pBRBc3_H1‐12J  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBc3_H2‐12J  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBc3_HTH‐G13T  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBc3_HTH‐12J  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBc3_H1‐G4  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBc3_HTH‐G4  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
   
Nom  Résistance  Description/construction  Référence 
pBRBc3_HTH‐G13D  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBc3_HTH‐12D  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBc3_HTH‐A9K  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBpicD_HTH‐D13G  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pBRBpicD_HTH‐c3  Kan  mutagénèse commandée à Genscript  ce travail 
pMLusp  Tri  pMLBAD EcoRI‐HindIII + PCR usp  ce travail 
pMLcitr  Tri  pMLBAD EcoRI‐HindIII + PCR citr  ce travail 
pMLamid  Tri  pMLBAD EcoRI‐HindIII + PCR amid2  ce travail 

























































Annexe 9 | Cartes des principaux vecteurs utilisés au cours de ce travail.
Les gènes de réplication et de mobilité sont en gris ; les gènes de résistance aux antibiotiques, en rouge. 
Seuls les sites uniques de restriction utilisés pour les clonages sont indiqués. les abréviations sont les 
suivantes : Para, promoteur inductible par l'arabinose ; araC, gène de la protéine régulatrice de Para ; 
T1rrnB et rrnB, terminateurs de transcription ; kan, gène de résistance à la Kanamycine ; dhfr, gène de 



























































Annexe 10 | Cartes des différents mF-GFP.
Les gènes de réplication sont en gris ;  les composants des cassettes GFP, en vert ; le gène de résistance au 
chloramphénicol, en rouge. Les noms des éléments communs aux quatre constructions ne sont indiquées 
que sur la carte de mF*GFP. Seuls les sites uniques de restriction utilisés pour le clonage de la cassette GFP 
(en vert) ou pour le clonage des parS par la suite (en rouge) sont indiqués. les abréviations sont les 
suivantes : SD, séquence de Shine Dalgarno ; Prpsl, promoteur du gène rpsl ; Ptet, promoteur inductible du 
gène de résistance à la tétracycline ; Pcns, promoteur consensus synthétique basé sur Prpsl ; T2, termina-





































Annexe 10 - suite | Cartes des différents mF-GFP.
   
Annexe 11 | Table S1 : ParB proteins used for the phylogenetic analysis 
* dash - incomplete genomes; chr - chromosome; p - plasmid  
Bsr 
Type Strain Prot. Acce Locus tag Uniprot Genome* 
RepB Agrobacterium tumefaciens YP_001967488.1 pTiBo087 A5WY07 pTiBo542 
RepB Rhizobium leguminosarum viciae 3841 YP_770903.1 pRL80002 Q1M9K4 pRL8 
RepB Agrobacterium vitis S4 YP_002542550.1 Avi_9002 B9K3B7 pAtS4c 
RepB Nitrobacter hamburgensis X14 YP_571717.1 Nham_4280 Q1QFW2 pNITHX1 
RepB Sinorhizobium meliloti BL225C ZP_07581171.1 
SinmeBDRAFT_152
6 E0JCB8 - 
RepB Rhizobium etli IE4771 ZP_03514520.1 
RetlI_01010000243
6 - - 
RepB Methylobacterium nodulans ORS 2060 
YP_002498945
.1 Mnod_3735 B8IRA2 - 
RepB Mesorhizobium sp. BNC1 YP_665972.1 Meso_4355 Q11MP4 pBNC1-1 
RepB Bradyrhizobium sp. BTAi1 YP_001220373.1 BBta_p0002 A5EU57 pBBta01 
chr1 Burkholderia ambifaria IOP40-10 ZP_02890508 
BamIOP4010DRAF
T-2571 B1FEW1 - 
chr1 Burkholderia ambifaria MC40-6 YP_001806815  BamMC406_0097 B1YQK5 chr1 
chr1 Burkholderia ambifaria AMMD ABI85648 Bamb_0087 Q0BJM5 chr1 
chr1 Burkholderia ambifaria MEX-5 ZP_02905066 BamMEX5DRAFT_0420 B1SY04 - 
chr1 Burkholderia cenocepacia AU 1054 ABF77855 Bcen_2959 Q1BRA0 chr1 
chr1 Burkholderia cenocepacia MC0-3 ACA89293  Bcenmc03_0113 B1JSU8 chr1 
chr1 Burkholderia cenocepacia HI2424 ABK06850  Bcen2424_0096 A0K2X3 chr1 
chr1 Burkholderia cenocepacia PC184 ZP_04940010 BCPG_01446 A2VTY5 - 
chr1 Burkholderia sp. 383 ABB06880 Bcep18194_A3278 Q39KY6 chr1 
chr1 Burkholderia vietnamiensis G4 ABO53128  Bcep1808_0105 A4JA25 chr1 
chr1 Burkholderia ubonensis Bu ZP_02380326 BuboB_010100021506 - - 
chr1 Burkholderia multivorans CGD1 ZP_03587270 BURMUCGD1_0048 B9BCF5 - 
chr1 Burkholderia multivorans CGD2 ZP_03581750 BURMUCGD2_0046  B9BZG0 - 
chr1 Burkholderia multivorans ATCC 17616 BAG45043 BMULJ_03169 A9AJF4 chr1 
chr1 Burkholderia dolosa AUO158 ZP_04944299 BDAG_00147 A2W674 - 
chr1 Burkholderia glumae BGR1 YP_002909975 bglu_1g00680  C5A862 chr1 
chr1 Burkholderia xenovorans LB400 ABE32896 Bxe_A0031 Q13SP3 chr1 
chr1 Burkholderia graminis C4D1M ZP_02885466 BgramDRAFT_4276 B1G4P2 - 
chr1 Burkholderia phytofirmans PsJN ACD18289 Bphyt_3902 B2T7K8 chr1 
chr1 Burkholderia phymatum STM815 YP_001859252 Bphy_3036  B2JJK8 chr1 
chr1 Ralstonia solanacearum GMI1000 NP_521444 RSc3325 Q8XU68 chr1 
chr1 Ralstonia pickettii 12D YP_002983134 Rpic12D_3195 C6BH88 chr1 
chr1 Ralstonia pickettii 12J YP_001901072 Rpic_3520  B2UGV7 chr1 
chr1 Polaromonas naphthalenivorans CJ2 ABM35394 Pnap_0068 A1VIB6 chr1 
chr1 Polaromonas sp. JS666 ABE42045 Bpro_0078 Q12HE7 chr1 
chr1 Rhodoferax ferrireducens DSM 15236 ABD67815 Rfer_0053 Q223L5 chr1 
chr1 Acidovorax ebreus TPSY YP_002551539 Dtpsy_0050  B9M9W8 chr1 
   
Bsr 




HI2424 ABK13603 Bcen2424_6874  A0B4V9 plasmid1 
Bsr1_
a Burkholderia cenocepacia J2315 YP_002235439 pBCA002  B4EQN6 pBCJ2315 
Bsr1_






T_0582  B1F973 - 
Bsr1_
a 
Burkholderia multivorans ATCC 
17616 YP_001573704 Bmul_6251  A9AU38 pBMUL01 
Bsr1_
a 
Burkholderia multivorans ATCC 




CJ2 YP_973272 Pnap_4247  A1VV52 pPNAP01 
Bsr2 Burkholderia xenovorans LB400 ABE32970 Bxe_B3027 Q13SG9 chr2 
Bsr2 Burkholderia phytofirmans PsJN ACD21298 Bphyt_7010  B2T7Y2 chr2 
Bsr2 Burkholderia graminis C4D1M ZP_02882092 BgramDRAFT_0901  B1FUM7 - 
Bsr2 Burkholderia phymatum STM815 YP_001860319 Bphy_4152  B2JPT2 chr2 
Bsr2 Burkholderia mallei NCTC 10229 ABM98834 BMA10229_1423 - chr2 
Bsr2 Burkholderia pseudomallei K96243 CAH39837 BPSS2350 Q63HR9 chr2 
Bsr2 Burkholderia pseudomallei 1106a ABN95486  
BURPS1106A_A317
7 A3PA46 chr2 
Bsr2 Burkholderia mallei JHU ZP_04915784 BMAJHUJ_0006  - - 
Bsr2 Burkholderia glumae BGR1 YP_002907735 bglu_2g00020  C5AKP4 chr2 
Bsr2 Burkholderia ubonensis Bu ZP_02376085 BuboB_010100000065  - - 
Bsr2 Burkholderia multivorans ATCC 17616 BAG47198 BMULJ_05361  A9AKT1 chr2 
Bsr2 Burkholderia multivorans CGD1 ZP_03583495  BURMUCGD1_5586  B9B0W6 - 
Bsr2 Burkholderia multivorans CGD2 ZP_03577302 BURMUCGD2_6020  B9BLR2 - 
Bsr2 Burkholderia dolosa AUO158 ZP_04948154 BDAG_04158 A2WH79 - 
Bsr2 Burkholderia vietnamiensis G4 ABO56777 Bcep1808_3794 A4JKH4 chr2 
Bsr2 Burkholderia cepacia AMMD ABI90515 Bamb_4966 Q0B5Q8 chr2 
Bsr2 Burkholderia ambifaria MC40-6 YP_001809798 BamMC406_3107  B1YXN2 chr2 
Bsr2 Burkholderia ambifaria IOP40-10 ZP_02890407 
BamIOP4010DRAF
T_2470 B1FEL0 - 
Bsr2 Burkholderia ambifaria MEX-5 ZP_02906429 BamMEX5DRAFT_1783  B1T1W7 - 
Bsr2 Burkholderia sp. 383 ABB10121 Bcep18194_B0004 Q39BP0 chr2 
Bsr2 Burkholderia cenocepacia MC0-3 ACA93682.1 Bcenmc03_4542 B1K276 chr2 
Bsr2 Burkholderia cenocepacia HI2424 ABK12427.1 Bcen2424_5694 A0B451 chr2 
Bsr2 Burkholderia cenocepacia AU 1054 ABF80039.1 Bcen_5165 Q1BK16 chr2 
Bsr2 Burkholderia cenocepacia PC184 ZP_04942860 BCPG_04404 A2W235 - 
Bsr2 Burkholderia cenocepacia J2315 YP_002232636  BCAM0004  B4EFY9 chr2 
Bsr3_
a 
Burkholderia multivorans ATCC 
17616 BAG47206 BMULJ_05369  A9ATE3 chr3 
Bsr3_
a Burkholderia multivorans CGD1 ZP_03585227 
BURMUCGD1_647
1  B9B6L2 - 
Bsr3_
a Burkholderia multivorans CGD2 ZP_03578401 
BURMUCGD2_671




HI2424 ABK12926.1 Bcen2424_6194 A0KCL3 chr3 
   
Bsr 
Type Strain Prot. Acce Locus tag Uniprot Genome* 
Bsr3_
a 
Burkholderia cenocepacia AU 








PC184 ZP_04943653 BCPG_05224 A2W4C8 - 
Bsr3_
a Burkholderia cenocepacia J2315 YP_002153395 BCAS0002  B4EQD0 chr3 
Bsr3_
a Burkholderia sp. 383 ABB06782.1 Bcep18194_C7738 Q39L84 chr3 
Bsr3_
a Burkholderia vietnamiensis G4 ABO58426.1 Bcep1808_5482 A4JQ73 chr3 
Bsr3_






T_3867  B1FIK7 - 
Bsr3_
a Burkholderia ambifaria MC40-6 YP_001815752 BamMC406_5757  B1Z603 chr3 
Bsr3_
a Burkholderia ambifaria MEX-5 ZP_02908427 
BamMEX5DRAFT_3
781  B1T7L5 - 
Bsr3_
a Burkholderia dolosa AUO158 EAY71634 BDAG_04474 A2WI38 - 
Bsr3_
a Burkholderia ubonensis Bu ZP_02381864 
BuboB_010100029
348  - - 
Bsr3_
b Ralstonia pickettii 12D YP_002973646 Rpic12D_5174  C6BQP4 pRp12D02 
Bsr3_
b Ralstonia pickettii 12J YP_001899080 Rpic_1509  B2UCJ6 chr1 
Bsr3_
c Ralstonia pickettii 12D YP_002979969 Rpic12D_5081  C6BQ41 pRp12D01 
Bsr3_
d Burkholderia vietnamiensis G4 YP_001109717  Bcep1808_7053  A4JUI3 pBVIE02 
Bsr4 Ralstonia pickettii 12D YP_002983826  Rpic12D_3897  C6BM46 chr2 
Bsr4 Ralstonia pickettii 12J YP_001892327 Rpic_3784  B2UH49 chr2 
Bsr4 Ralstonia solanacearum GMI1000 NP_521565 RSp0004  Q8XTV0 
megaplasmi
d 
Bsr4 Cupriavidus metallidurans CH34 YP_587948 Rmet5820  Q1LAZ7 
megaplasmi
d 
Bsr4 Cupriavidus pinatubonensis AAZ64689.1 Reut_B5344 Q46Q95 chr2 
Bsr4 Cupriavidus necator CAJ94810.1 H16_B0004 Q0K5B4 chr2 
Bsr4 Cupriavidus taiwanensis LMG 19424 YP_001796449 RALTA_B0005 B2AHG1 chr2 
Bsr5_
a Polaromonas sp. JS666 YP_551814 Bpro_5044  Q120X6 p1 
Bsr5_
b Polaromonas sp. JS666 YP_552265 Bpro_5514  Q11ZC5 p2 
Bsr5_
c Rhodoferax ferrireducens T118 ABD71971 Rfer_4284 Q21QH4 p1 
Bsr6 Polaromonas naphthalenivorans CJ2 ABM39747 Pnap_4471 A1VVR9 pPNAP02 
Bsr7 Burkholderia ambifaria IOP40-10 ZP_02891570 
BamIOP4010DRAF
T_3633 B1FHX3 - 
Bsr7 Burkholderia ambifaria MEX-5 ZP_02907883 BamMEX5DRAFT_3237 B1T621 - 
Bsr7 Burkholderia glumae BGR1 YP_002913204 bglu4p0020  C5ANU1 bglu_4p 





































0,1 1 10 100
Quantité d'extrait brut contenant ParB (µg)
Annexe 12 | Saturation des sondes parS par leurs ParBs respectifs lors des retards sur gel.
Les courbes sont obtenues à partir de gammes de quantités d’extrait brut dans les réactions. Pour
équilibrer les quantités de protéines totales, les mélanges réactionnels sont complétés par de l’extrait
brut d’E.coli n’exprimant aucun ParB. La ligne pointillée indique la quantité d’extrait brut utilisée dans les
réactions dont les migrations sur gel sont présentées dans les résultats.
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c2  et  c3)  et  1  plasmide  (pBC),  chacun  porteur  d’un  système  parABS,  homologue  de  systèmes  de 
ségrégation plasmidiques connus. L’étude de délétions des opérons parAB et d’excès des sites parS a 
montré l’importance des parABS pour la croissance et la viabilité de Bcen. L’analyse de la localisation 
des  origines  des  réplicons  dans  les  mutants  montre  que  les  parABS  sont  impliqués  dans  la 
ségrégation leur réplicon. 
La  cohabitation  des  4  parABS  nécessite  l’absence  d’interaction  croisée.  Ceci  est  possible  grâce  à 
l’étroitesse d’interaction entre ParB et parS, visible par la faible tolérance aux mutations de parSc1 et 
















We are working on B.cenocepacia  J2315  (Bcen), which genome  is divided  into 3 chromosomes  (c1, 
c2, c3) and 1 plasmid (pBC), each carrying a parABS system, homologs of known plasmid segregation 
systems. By studying deletions of the parAB operons and excess of parS sites, I proved that parABS 
systems are  important  for  fitness. More specifically, the analysis of the replicon origin  localizations 
indicates that these systems are implied in the segregation of their own replicons. 
To avoid  incompatibility,  the 4 parABS systems must avoid cross‐interactions. This  is achieved by a 
stringent  ParB‐parS  interaction,  as  shown  by  lack  of  recognition  of  mutant  parSc1  or  parSc3  in 
toxicity  tests  in  Bcen.  Identification  and  analysis  of  a  group  of  related  parABS,  exclusive  of  the 
secondary  replicons of  the Burkholderiales, allowed us  to  identify a pHTH domain  implied  in ParB 
binding  on  parS,  and  to  reveal  that  compatibility  drives  a  diversifying  evolution  of  the  parABS 
systems. 
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